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(54) Title: KIT AND METHOD FOR MULTI-ANALYTE DETERMINATION WITH ARRANGEMENTS FOR THE POSITION- 
ALLY RESOLVED REFERENCING OF STIMULATING LIGHT INTENSITY 

== (54) Bezeichnung: KIT UND VERFAHREN ZUR MULTI ANA LYTBESTIMMUNG, MIT VORKEHRUNGEN ZUR ORTSAUF- 
== GELOSTEN REFERENZTERUNG EINER AN^GUNGSLICHTINTENSITAET 

^= (57) Abstract: The invention relates to differing embodiments of a kit for the simultaneous qualitative and/or quantitative detection 
of number of analytes, comprising: a sensor platform; at least one array of biological, biochemical or synthetic recognition elements, 
for the specific recognition and/or binding of said analytes and/or specific interaction with said analytes, directly bonded in discrete 
S5S determination zones (d), or bonded by means of an adhesive layer and immobilised on the sensor platform; a passivation layer, 
SB comprising chemically-neutral compounds relative to the analytes or a passivation adhesive layer with a chemically -neutral surface 
= relative to the analytes, arranged between the determination zones and a distribution throughout the sensor platform of luminescence - 
marked molecules, as homogeneous as possible and associated with the passivation layer or the passivation adhesive layer, which 
s= serve for the positionally resolved referencing of the stimulation light intensity available in the determination zone or the region 
^= thereof. The invention further relates to various embodiments of a kit for simultaneous qualitative and/or quantitative detection of 

number of analytes, comprising: a sensor platform; a thin layer (g) applied to the sensor platform; at least one array of biological, 

^Egf biochemical or synthetic recognition elements, for the specific recognition and/or binding of said analytes and/or specific interaction 
^= with said analytes, directly bonded in discrete determination zones (d), or bonded by means of an adhesive layer and immobilised on 
^= the layer (g); a passivation layer, comprising chemically -neutral compounds relative to the analytes or a passivation adhesive layer 
— with a chemically-neutral surface relative to the analytes, arranged between the determination zones and a distribution throughout 
^= the sensor platform of luminescence-marked molecules, as homogeneous as possible and associated with the layer (g), applied to the 
^= sensor platform, which serve for the positionally resolved referencing of the stimulation light intensity available in the determination 
^= zone or the region thereof. The invention furthermore relates to a method for the detection of one or several analytes using said kits 
and the application thereof. 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung bctrifft verschiedene Ausfuhrungsformen eines Kits zum gleichzeitigen qualitativen 
und/oder quantitativen Nachweis einer Vielzahl von analyten, umfassend: eine Sensorplattform; mindestens ein Array von in 
diskreten Messbereichen (d) direkt, oder liber eine Haftvermitdungsschicht, auf der Sensorplattform immobilisierten biologischen 
^3 oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen zur spezifischen Erkennung und/oder Bindung besagter Analyten 
und/oder spezifischen Wechselwirkung mit besagten Analyten; eine Passivierungsschicht aus gegenuber den Analyten "chemisch 
1^ neutralen" Verbindungen oder einer passivierten Haftvermittlungsschicht mit einer gegenuber den Analyten " chemisch neutralen" 
Oberflache zwischen den Messbereichen, wobei mit der Passivierungsschicht oder der passivierten Haftvermittlungsschicht 
\Q in einer moglichst homogenen Verteilung iiber die Sensorplattform lumincszenzmarkierte Molekulc assoziiert sind, welche 
^ der ortsaufgelosten Referenzierung der in den Messbereichen oder in deren Umgebung verfugbaren Anregungslichtintensitat 
fs^ dienen. Die Erfindung betrifft ausserdem verschiedene Ausfuhrungsformen eines Kits zum Gleichzeitigen qualitativen und/oder 
O quantitativen Nachweis einer Vielzahl von Analyten, umfassend: eine Sensorplattform; eine auf der Sensorplattform aufgebrachte 

Odunne Schicht (g); mindestens ein Array von in diskreten Messbereichen (d) direkt, oder iiber eine Haftvermittlungschicht, auf der 
^ Schicht (g) immobilisierten biologischen oder biochemischen oder synthetischen 

^ [Fortsetzung auf der nachsten Seite] 
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Erkennungselementen zur spezifischen Erkennung und/oderBindung bcsagter Analyten und/oder spezifischen Wcchselwirkung mit 
besagten Analyten; eine Passivierungschicht aus gegeniiberden Analyten "chemisch neutralen" Verbindungen oder einer passivierten 
Haftvermittlungsschicht mit einer gegenuber den Analyten " chemisch neutralen" Oberflache zwischen den Messbereichen, wobei 
mit auf der Sensorplattform aufgebrachten Schicht (g) in einer moglichst homogenen Verteilung uber die Sensorplattform lumi- 
ncszenzmarkierte Molekiile assoziiert sind, wclchc der ortsaufgelosten Refercnzierung der in den Messbereichen oder in deren 
Umgebung verfugbaren Anregungslichtintensitiit dienen. Die Erfindung betrifft auch mit den erfindugnsgemassen Kits durchge- 
fiihrte Verfahren zum Nachweis eines oder mehrerer Analyten und deren Verwendung. 
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KIT UND VERFAHREN ZUR MULTIANALYTBESTIMMUNG , MIT VORKEHRUNGEN ZUR ORTS AUFGELOE S 
TEN REFERENZI ERUNG EINER ANREGUNGSLI CHTINTENS ITAET ORTSa AUFGELOE S 



Die Erfindung betrifft verschiedene Ausfuhrungsfomien eines Kits zum gleichzeitigen 
qualitativen und / oder quantitative!! Nachweis einer Vielzahl von Analyten, umfassend 

- eine Sensorplattfonn 

- mindestens ein Array von in diskreten Messbereichen (d) direkt, oder fiber eine 
Haftvermittlungsschicht, auf der Sensorplattform immobilisierten biologischen 
oder biochemischen oder synthetiscben Erkennungselementen zur spezifischen 
Erkennung und / oder Bindung besagter Analyten und / oder spezifischen 
Wechselwirkung mit besagten Analyten, 

- eine Passivierangsschicht aus gegeniiber den Analyten "chemisch neutralen" 
Verbindungen oder einer passivierten Haftvermitdungsschicht mit einer 
gegenuber den Analyten ..chemisch neutralen" Oberflache zwischen den 
Messbereichen, 

wobei mit der Passivierungsschicht oder der passivierten Haftvermittlungsschicht in 
einer moglichst homogenen Verteilung fiber die Sensorplattform lumineszenzmarkierte 
Molekiile assoziiert sind, welche der ortsaufgelosten Referenzierung der in den 
Messbereichen oder in deren Umgebung verfugbaren Anregungshchtintensitat dienen. 
Die Erfindung betrifft ausserdem verschiedene Ausfiihrungsformen eines Kits zum 
gleichzeitigen qualitativen und / oder quantitativen Nachweis einer Vielzahl von Analyten, 
umfassend 

- eine Sensorplattfonn 

- eine auf der Sensoiplattform aufgebrachte diinne Schicht (g) 

- mindestens ein Array von in diskreten Messbereichen (d) direkt, oder fiber eine 
Haftvermitaungsschicht, auf der Schicht (g) immobilisierten biologischen oder 
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen zur spezifischen 
Erkennung und / oder Bindung besagter Analyten und / oder spezifischen 
Wechselwirkung. mit besagten Analyten, 

- eine Passivierungsschicht aus gegenuber den Analyten "chemisch neutralen" 
Verbindungen oder einer passivierten Haftvermitdungsschicht mit einer 
gegenuber den Analyten „chemisch neutralen" Oberflache zwischen den 
Messbereichen, 
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wobei mit auf der Sensorplattform aufgebrachten Schicht (g) in einer moglichst homogenen 
Verteilung iiber die Sensorplattform lumineszenzmarkierte Molekiile assoziiert sind, welche 
der ortsaufgelosten Referenzierung der in den Messbereichen oder in deren Umgebung 
verfugbaren Anregungslichtintensitat dienen. 

Die Erfindung betrifft auch mit den erfindungsgemassen Kits durchgefiihrte Verf ahren zum 
Nachweis eines oder mehrerer Analyten und deren Verwendung. 

Zur Bestimmung einer Vielzahl von Analyten sind gegenwartig vor allem Verfahren 
verbreitet, in denen in sogenannten Mikrotiterplatten der Nachweis unterschiedlicher 
Analyten in diskreten Probenbehaltnissen oder "Wells" dieser Platten erfolgt. Am weitesten 
verbreitet sind dabei Platten mit einem Raster von 8x12 Wells auf einer Grundflache von 
typischerweise ca. 8 cm x 12 cm, wobei zur Fiillung eines einzelnen Wells ein Volumen von 
einigen hundert Mikrolitern erforderlich ist. Fur zahlreiche Anwendungen ware es jedoch 
wiinschenswert, mehrere Analyten in einem einzigen Probenbehaltnis, unter Einsatz eines 
moglichst kleinen Probenvolumens gleichzeitig zu bestimmen. 

In der US-P 5,747,274 werden Messanordnungen und Verfahren zur Friiherkennung eines 
Herzinfarkts, durch die Bestimmung mehrerer von mindestens drei Herzinfarktmarkern 
beschrieben, wobei die Bestimmung dieser Marker in individuellen oder in einem gemein- 
samen Probenbehaltnis erfolgen kann, wobei im letzteren Falle, der gegebenen Beschre- 
ibung folgend, ein einziges Probenbehaltnis als ein durchgehender FlusskanaJ ausgebildet 
ist, dessen eine Begrenzungsflache beispielsweise eine Membran bildet, auf der Antikorper 
fur die drei verschiedenen Marker immobilisert sind. Es gibt jedoch keine Hinweise auf eine 
Bereitstellung von mehreren derartigen Probenbehaltnissen oder Husskanalen auf einem 
gemeinsamen Trager. Ausserdem werden keine geometrischen Angaben iiber die Grossen 
der Messflachen gegeben. 

In den WO 84/01031, US-P 5,807,755, US-P 5,837,551 und US-P 5,432,099 wird die 
Immobilisierung fur den Analyten spezifischer Erkennungselemente in Form kleiner 
"Spots" mit teilweise deutlich unter 1 mm 2 Hache auf festen Tragern vorgeschlagen, urn 
durch Bindung eines nur kleinen Teils vorhandener Analytmolekule eine nur von der 
Inkubationszeit abhangige, aber- in Abwesenheit eines kontinuierlichen Flusses - vom 
absoluten Probenvolumen im wesentlichen unabhangige Konzentrationsbestimmung des 
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Analyten vornehmen zu konnen. Die in den zugehorigen Ausfuhrungsbeispielen beschrie- 
benen Messanordnungen beruhen auf Pluoreszenznachweisen in konventionellen Mikro- 
titerplatten. Dabei werden auch Anordnungen beschrieben, in denen Spots von bis zu drei 
unterschiedlichen fluoreszenzmarkierten Antikoipern in einem gemeinsamen Mikrotiter- 
plattenwell ausgemessen werden. Den in diesen Patentschriften dargelegten theoretischen 
Uberlegungen folgend, ware eine Minimierung der Spotgrosse wunschenswert. Limitierend 
wirke jedoch die minimale Signalhohe, die vom Untergrundsignal unterschieden werden 
konne. 

Zur Erreichung tieferer Nachweisgrenzen sind in den vergangenen Jahren zahlreiche Mess- 
anordnungen entwickelt worden, in denen der Nachweis des Analyten auf dessen Wechsel- 
wirkung mit dem evaneszenten Feld beruht, welches mit der Lichtleitung in einem opti- 
schen Wellenleiter verbunden ist, wobei auf der Oberflache des Wellenleiters biochemische 
oder biologische Erkennungselemente zur spezifischen Erkennung und Bindung der Analyt- 
molekiile immobilisiert sind. 

Koppelt man eine Lichtwelle in einen optischen Wellenleiter ein, der von optisch diinneren 
Medien, d.h. Medien mit niedrigerem Brechungsindex umgeben ist, so wird sie durch Total- 
reflexion an den Grenzflachen der wellenleitenden Schicht gefuhrt. In die optisch diinneren 
Medien tritt dabei ein Bruchteil der elektromagnetischen Energie ein. Diesen Anteil be- 
zeichnet man als evaneszentes oder quergedampftes Feld. Die Starke des evaneszenten Fel- 
des ist sehr stark abhangig von der Dicke der wellenleitenden Schicht selbst sowie vom 
Verhaltnis der Brechungsindices der wellenleitenden Schicht und der sie umgebenden 
Medien. Bei dunnen Wellenleitern, d. h. Schichtdicken von derselben oder niedrigerer 
Dicke als der zu fuhrenden Wellenlange, konnen diskrete Moden des geleiteten Lichts 
unterschieden werden. Derartige Verfahren haben den Vorteil, dass die Wechselwirkung 
mit dem Analyten auf die Eindringtiefe des evaneszenten Feldes ins angrenzende Medium, 
in der Grossenordnung von einigen hundert Nanometern, beschrankt ist und Storsignale aus 
der Tiefe des Mediums weitgehend vermieden werden konnen. Die ersten vorgeschlagenen 
derartigen Messanordnungen beruhten auf hochmultimodalen, selbsttragenden Einschicht- 
wellenleitern, wie beispielsweise Fasern oder Plattchen aus transparentem Kunststoff oder 
Glas, mit Starken von einigen hundert Mikrometern bis zu mehreren Millimetern. 
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Zur Verbesserung der Empfindlichkeit und gleichzeitig einfacheren Herstellung in 
Massenfabrikation wurden planare Diinnschichtwellenleiter vorgeschlagen. Ein planarer 
Diinnschichtwellenleiter besteht im einfachsten Fall aus einem Dreischichtsystem: 
Tragermaterial (b), wellenleitende Schicht (a), Superstrat ( bzw. zu untersuchende Probe), 
wobei die wellenleitende Schicht den hochsten Brechungsindex besitzt. Zusatzliche 
Zwischenschichten konnen die Wirkung des planaren Wellenleiters noch verbessern. 

Es sind verschiedene Verfahren fiir die Einkopplung von Anregungslicht in einen planaren 
Wellenleiter bekannt. Die am friihesten benutzten Verfahren beruhten auf Stirnflachen- 
kopplung oder Prismenkopplung, wobei zur Venninderung von Reflexionen infolge von 
Luftspalten im allgemeinen eine Fliissigkeit zwischen Prisma und Wellenleiter aufgebracht 
wird. Diese beiden Methoden sind vor allem in Verbindung mit Wellenleitern relativ 
grosser Schichtdicke, d. h. insbesondere selbsttragenden Wellenleitern, sowie bei einem 
Brechungsindex des Wellenleiters von deutlich unter 2 geeignet. Zur Einkopplung von 
Anregungslicht in sehr diinne, hochbrechende wellenleitende Schichten ist demgegenuber 
die Verwendung von Koppelgittem eine wesendich elegantere Methode. 

Mit dem Begriff "Lumineszenz" wird in dieser Anmeldung die spontane Emission von 
Photonen im ultravioletten bis infraroten Bereich nach optischer oder nichtoptischer, wie 
beispielsweise elektrischer oder chemischer oder biochemischer oder thermischer Anre- 
gung, bezeichnet. Beispielsweise sind Chemilumineszenz, Biolumineszenz, Elektrolumines- 
zenz und insbesondere Fluoreszenz und Phosphoreszenz unter dem Begriff "Lumineszenz" 
mit eingeschlossen. 

Zur Erreichung sehr tiefer Nachweisgrenzen erscheinen lumineszenz-basierende Methoden 
aufgrund grosserer Selektivitat der Signalerzeugung besser geeignet als solche Methoden, 
welche auf einer Anderung des effektiven Brechungsindex beruhen (wie beispielsweise 
Gitterkoppler-Sensoien oder Verfahren basierend auf Oberflachenplasmonenresonanz). 
Dabei ist die Lumineszenzanregung auf die Eindringtiefe des evaneszenten Feldes in das 
optisch dunnere Medium, also auf die unmittelbare Umgebung des wellenleitenden Bereichs 
mit einer Eindringtiefe in der Grossenordnung von einigen hundert Nanometern ins Medium 
beschrankt. Dieses Prinzip wird evaneszente Lumineszenzanregung genannt. 
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Mittels hochbrechender Diinnschichtwellenleiter, in Kombination mit Lumineszenzde- 
tektion, basierend auf einem nur einige hundert Nanometer diinnen wellenleitenden Film 
auf einem transparenten Tragermaterial, konnte in den letzten Jahren die Empfindlichkeit 
deutlich gesteigert werden. Beispielsweise wird in der WO 95/33197 eine Methode be- 
schrieben, in der das Anregungslicht iiber ein Reliefgitter als diffraktives optisches Element 
in den wellenleitenden Film eingekoppelt wird. Die Oberflache der Sensorplattform wird 
mit einer den Analyten enthaltenden Probe in Kontakt gebracht, und die isotrop angestxahlte 
Lumineszenz in der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes befmdlicher lumineszenzfahiger 
Substanzen wird mittels geeigneter Messvonichtungen, wie zum Beispiel Photodioden, 
Photomultiplier oder CCD-Kameras, gemessen. Es ist auch moglich, den in den Wellen- 
leiter riickgekoppelten Anteil der evaneszent angeregten Strahlung fiber ein diffraktives 
optisches Element, zum Beispiel ein Gitter, auszukoppeln und zu messen. Diese Methode ist 
zum Beispiel in der WO 95/33198 beschrieben. 

Ein Nachteil aller oben im Stand der Technik, insbesondere in der WO 95/33197 und der 
WO 95/33198, beschriebenen Verfahren zur Detektion evaneszent angeregter Lumineszenz 
mit DannschichtweUenleitem Uegt jedoch darin, dass auf der als homogener Film ausgebil- 
deten Sensorplattform jeweils nur eine Probe analysiert werden kann. Urn weitere Messun- 
gen auf derselben Sensorplattfonn durchfflhren zu konnen, sind jedesmal aufwendige 
Wasch- bzw. Reinigungsschritte notwendig. Dies gilt insbesonders, wenn ein von der ersten 
Messung verschiedener Analyt detektiert werden soil. Jm Falle eines Immunoassays bedeu- 
tet dies im allgemeinen, dass die gesamte immobihsierte Schicht auf der Sensoiplattform 
ausgetauscht oder gleich eine neue Sensorplattform als ganzes verwendet werden muss. 
Insbesondere konnen also keine gleichzeitigen Bestimmungen mehrerer Analyten 
durchgefuhrt werden. 

Zur gleichzeitigen oder aufeinanderfolgenden Durchfflhrung von ausscnliesslich 
lumineszenzbasierenden Mehrfachmessungen mit im wesentlichen monomodalen, planaren 
anorganischen Wellenleitern sind, z. B. in der WO 96/35940, Vorrichtungen (Arrays) 
bekannt geworden, in denen auf einer Sensorplattform wenigstens zwei getrennte 
wellenleitende Bereiche angeordnet sind, die getrennt mit AnregungsUcht beaufschlagt 
werden. Die Aufteilung der Sensorplattform in getrennte wellenleitende Bereiche hat 
allerdings nachteilig zur Folge, dass der Platzbedarf fur diskrete Messbereiche, in diskreten 
weUenleitenden Bereichen auf der gemeinsamen Sensorplattform relativ gross ist und daher 
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nur eine verhaltnismassige geringe Dichte unterschiedlicher Messbereiche (oder 
sogenannter "features") erreicht werden kann. 

Die Verwendung des Begriffs "raumlich getrennter Messbereiche" oder "diskreter Mess- 
bereiche" im Sinne der vorliegenden Erfindung wird im nachfolgenden Abschnitt zur 
genauen Beschreibung der Erfindung genauer definiert. 

In der US 5525466 und US 5738992 wird ein optischer Sensor, basierend auf Huoreszenz- 
anregung im evaneszenten Feld eines selbstragender Multimode-Wellenleiters, vorzugs- 
weise faseroptischer Art, beschrieben. Einkopplung von Anregungslicht und Auskopplung 
von in den Multimode-Wellenleiter riickgekoppeltem Fluoreszenzlicht erfolgen iiber Stirn- 
flachenein- und -auskopplung. Das dabei detektierte Fluoreszenzsignal zum Analytnachweis 
ergibt sich aufgrund des Funktionsprinzips solcher Multimode-Wellenleiter als ein einziger 
integraler Wert fur die ganze mit der Probe wechselwirkende FlSche. Vorwiegend zur Nor- 
malisierung der Signale, beispielweise zur Beriicksichtigung von signalverandernden Ober- 
flachendefekten, sind auf der Sensoroberflache neben den biochemischen oder biologischen 
Erkennungselementen zur spezifischen Erkennung und Bindung eines nachzuweisenden 
Analyten fluoreszente Referenzmaterialien co-immobilisiert. Aufgrund des zugrunde lie- 
genden Sensorprinzips ist jedoch keine ortsaufgeloste, sondern nur eine auf den einzelnen, 
integralen Messwert wirkende Normalisierung moglich. Folglich kann auch der Nachweis 
unterschiedlicher Analyten nur mittels Verwendung von Labeln unterschiedlicher Anre- 
gungswellenlangen oder sequentiell, nach Entferaung vorangehend gebundener Analyten 
erfolgen. Aus diesen Grunden erscheinen diese Anordnungen, zusammen mit dem beschrie- 
benen Referenzierungsverfahren, fur den gleichzeitigen Nachweis einer Vielzahl von 
Analyten gar nicht oder nur wenig geeignet. 

In der WO 97/35181 werden Verfahren zur gleichzeitigen Bestimmung einer oder mehrerer 
Analyten beschrieben, indem in einem Wellenleiter ausgebildeten "Well" Patches mit unter- 
schiedlichen Erkennungselementen ausgebildet sind, welche mit einer einen oder mehreren 
Analyten enthaltenden Probenlosung kontaktiert werden. Zu Kalibrationszwecken werden 
gleichzeitig Ldsungen mit definierten Analytkonzentrationen in weitere Wells mit gleichar- 
tigen Patches gegeben. Als Beispiel werden je 3 Wells (zur Messung mit Kalibrationslosun- 
gen niedriger und hoher Analytkonzentration sowie der aktuellen Probe) mit diskreten und 
von Patch zu Patch verschiedenen immobilisierten Erkennungselementen zur gleichzeitigen 



6 



WO 02/46756 

PCT/EPOl/12787 

Bestimmung mehrerer Analyten vorgestellt. Hinweise auf ortsaufgeloste Referenzierungen 
werden nicht gegeben. 

In Analytical Chemistry, Vol. 71 (1999), 4344 - 4352 wird ein Multianalyt-Immunoassay 
auf einem SiUcium-Nitrid-Wellenleiter vorgestellt. Es werden bis zu drei Analyten gleich- 
zeitig, auf drei kanalfdrmig ausgebildeten Erkennungsbereichen (Messbereichen) mit je- 
weils unterscbiedlichen biologischen Erkennungselementen, beschrieben. Analyten und 
Tracer-Antikorper werden als Mischung in eine die drei Messfelder tiberdeckende Proben- 
zelle gegeben. Der Background wird jeweils zuvor mit einer spezifisch dafur hergestellten 
Losung ohne Analyt gemessen. Aus der Beschreibung ist nicht ersichtlich, ob die Back- 
ground-Bestirnmung ortsaufgelost oder summarisch fur die verschiedenen Messbereiche 
durchgefiihrt wird. Da eine Regenerierung der Sensorplattfonn nicht vorgenommen wird, 
miissen zur Erstellung einer Kalibrationskurve eine Vielzahl von Einzelmessungen mit im- 
mer wieder neuen Sensorplattformen durchgefiihrt werden. Dieses, durch die nur geringe 
Anzahl von Messfeldern auf einer Sensorplattfonn sowie durch das Assay-Design bedingte 
Vorgehen, ist als nachteilig anzusehen, da die Genauigkeit durch die Verwendung unter- 
schiedlicher Sensorplattformen verringert wird und die Dauer des Verfahrens sich deutlich 
verlangert. 



In Analytical Chemistry , Vol. 71 (1999), 3846 - 3852 wird ebenfalls ein Multianalyt-Assay 
zur gleichzeitigen Bestimmung dreier verschiedener Analyten vorgestellt. Als Beispiel 
gleichzeitig zu bestimmender Analyten aus den Gruppen Bakterien, Viren und Proteine 
werden Bacillus globigii, MS2-Bakteriophagen und "Staphylococcal enderotoxin B» be- 
nutzt, wobei in jeweils zwei zueinander parallelen Reihen (Kanalen) Antik6rper gegen diese 
Analyten auf einem als (selbstragendem Multimode-) Wellenleiter dienendem Glasplattchen 
immobilisiert wurden. In dem nachfolgend beschriebenen Multianalyt-Assay wird eine 
Flusszelle mit zu den immobihsierten Reihen von Erkennungselementen gekreuzten Fliess- 
kanalen auf das Glasplattchen aufgesetzt. Die Sandwich-hnmunoassays werden unter 
sequentieUer Zugabe von Waschlosung (Puffer), Probe mit einem oder mehreren Analyten, 
Waschl6sung (Puffer), Tracer-Antikorper (einzeln oder als Cocktail) und Waschlosung 
(Puffer) durchgefiihrt. Die lokal gemessenen Fluoreszenzintensitaten werden korrigiert 
mittels Subtraktion des neben den Messfeldern beobachteten Hintergrundsignals. Hinweise 
auf eine Berticksichtigung lokaler Variationen der Anregungslichtintensitat werden auch 
hier nicht gegeben. Auch diese Anordnung ermoglicht jedoch nicht, eine ganze Messreihe 
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zur gleichzeitigen Bestimmung mehrerer Analyten, zusammen mit den notwendigen 
Kalibrationen, durchzufiihren, sondern erfordert dafiir entweder die Verwendung mehrerer 
verschiedener Sensorplattformen oder repetitive, sequentielle Messungen auf einer Platt- 
form mit zwischenzeitlicher Regenerierung, was besonders im Falle von Immunoassays in 
vielen Fallen nur in begrenztem Umfang moglich ist. 

In BioTechniques 27 (1999), 778 - 788 wird eine Anordnung von 96 Wells mit jeweils 4 
Arrays aus 36 Spots (d.h. insgesamt 144 Spots pro Well) auf der Grundflache einer Stan- 
dard-Mikrotiterplatte (ca. 8 cm x 12 cm), zur Entwicklung von ELISA's (Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assays) basierend auf Mikroarrays, vorgestellt. Ftir Zwecke der Positio- 
nierung sowie der Kontrolle der Wirksamkeit der eingesetzten Reagentien beim enzyma- 
tischen Detektionsschritt des Assays mittels Zugabe von fluoreszentem "Alkaline 
phosphatase substrate" (ELF®) werden von den 6x6 Arrays jeweils eine Reihe und eine 
Spalte fur "biotinylierte BSA-Marker" reserviert. - Diese Anordnung deutet zwar eine 
Moglichkeit zu einer deutlichen Erhohung des Durchsatzes mit klassischen Assays 
(ELISA's) an, die demonstrierte Empfindlichkeit (13.4 ng/ml rabbit IgG) erscheint jedoch 
unbefriedigend. 

Zusammenfassend ist festzustellen, dass bis jetzt keine gemeinsame Losung der folgenden 
Aufgabenstellungen bereitgestellt wurde, die fiir einen schnellen hochempfindlichen 
gleichzeitigen Nachweis einer Vielzahl von (d. h. drei oder mehr) Analyten bestehen: 

- Gleichzeitige Bestimmung mehrerer Analyten auf einer Sensorplattform mit 
Nachweisgrenzen im pikomolaren Bereich 

- Moglichst einfache Assay-Durchfuhrung zur Minimierung der Anforderungen an 
die Fluidik (z. B. durch gleichzeitige Zugabe von Mischungen aus einer Probe 
mit mehreren nachzuweisenden Analyten und mehreren Tracer-Molekiilen) 

- Ortlich aufgelSste Referenzierung zwecks Beriicksichtigung von ortlichen 
Variationen der Anregungslichtintensitat 

- Gegebenenfalls gleichzeitige Durchfuhrung von Kalibrationsmessungen auf 
derselben Sensorplattform, 

Gegenstand der Erfindung ist ein Kit zum gleichzeitigen qualitativen und / oder 
quantitativen Nachweis einer Vielzahl von Analyten, umfassend 

- eine Sensorplattform 
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- mindestens ein Array von in diskreten Messbereichen (d) direkt, oder tiber eine 
Haftvermittiungsschicht, auf der Sensorplattform immobilisierten biologischen 
oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen zur spezifischen 
Erkennung und / oder Bindung besagter Analyten und / oder spezifischen 
Wechselwirkung mit besagten Analyten, 

- eine Passivierungsschicht aus gegenuber den Analyten "chemisch neutralen" 
Verbindungen oder einer passivierten Haftvermittlungsschicht mit einer 
gegenuber den Analyten „chemisch neutralen" Oberflache zwischen den 
Messbereichen, 

wobei mit der Passivierungsschicht oder der passivierten Haftvermittlungsschicht in 
einer moglichst homogenen Verteilung iiber die Sensorplattfonn lumineszenzmarkierte 
Molekiile assoziiert sind, welche der ortsaufgelosten Referenzierung der in den 
Messbereichen oder in deren Umgebung verfugbaren AnregungsUchtintensitat dienen. 

Im Falle einer nach Aufbringung einer Passivierungsschicht nach Aufbringung der biolo- 
gischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente in diskreten Mess- 
bereichen (d) wird sich diese Passivierungsschicht im allgemeinen nur in den Bereichen 
zwischen den Messbereichen (d) befinden. Sofern die genannten lumineszenzmarkierten 
Molekule fur die ortsaufgeloste Referenzierung der verfugbaren AnregungsUchtintensitat 
(„Referenzierungslabel") an die ,,chemisch neutralen" Verbindungen (siehe unten), aus de- 
nen die Passivierungsschicht erzugt wird, vor deren Aufbringung gebunden sind, werden 
diese „Referenzierungslaber folglich in den Bereichen zwischen den Messbereichen (d) 
lokalisiert sein. Die „Referenzierungslabel" konnen aber auch in einem separaten Schritt auf 
die Sensorplattfonn, vor Aufbringung der Passivierungsschicht, aufgebracht werden. In die- 
sem Fall, und insbesondere wenn die „"Referenzierungslabel" als Bestandteil einer Haftver- 
mittlungsschicht oder nach deren Aufbringung, aber vor Aufbringung der biologischen oder 
biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente auf die Sensorplattform aufgebracht 
werden, werden sie auch in den Bereichen der diskreten Messbereiche (fur den Analyt- 
nachweis) lokalisiert sein. - Die Anforderungen an die spektralen Eigenschaften der 
„Referenzierungslabel", insbesondere fur den letztgenannten Fall, werden weiter unten 
erlautert. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Kit zum gleichzeitigen qualitativen und / oder 
quantitativen Nachweis einer Vielzahl von Analyten, umfassend 
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- eine Sensorplattform 

- eine auf der Sensorplattform aufgebrachte dtinne Schicht (g) 

- mindestens ein Array von in diskreten Messbereichen (d) direkt, oder uber eine 
Haftvermittlungsschicht, auf der Schicht (g) immobilisierten biologischen oder 
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen zur spezifischen 
Erkennung und / oder Bindung besagter Analyten und / oder spezifischen 
Wechselwirkung mit besagten Analyten, 

- eine Passivierungsschicht aus gegeniiber den Analyten "chemisch neutralen" 
Verbindungen oder einer passivierten Haftvermittlungsschicht mit einer 
gegeniiber den Analyten „chemisch neutralen" Oberflache zwischen den 
Messbereichen, 

wobei mit auf der Sensorplattform aufgebrachten Schicht (g) in einer moglichst homogenen 
Verteilung uber die Sensorplattform lumineszenzmarkierte Molekiile assoziiert sind, welche 
der ortsaufgelosten Referenzierung der in den Messbereichen oder in deren Umgebung 
verfiigbaren Anregungslichtintensitat dienen. 

Mit der ersten und zweiten Form eines erfindungsgemassen Kits und deren weiteren 
erfindungsgemassen Ausfuhrungsformen, welche nachfolgend beschrieben werden, kann 
die beschriebene Problemstellung gelost werden. tJberraschend wurde dabei festgestellt, 
dass es, unter Verwendung eines erfindungsgemassen Kits, moglich ist, in Multianalyt- 
Assays, zur gleichzeitigen Bestimmung mehrerer Analyten in einer Probe, eine ahnlich hohe 
Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit zu erzielen wie bisher in einer entsprechenden 
Anzahl von Einzelassays zum Nachweis der individuellen Analyten. 

Es wird bevorzugt, dass die gegeniiber den Analyten "chemisch neutralen" Verbindungen 
ausgewahlt sind aus den Gruppen, die von Albuminen, insbesondere Rinderserumalbumin 
oder Humanserumalbumin, Casein, unspezifischen, polyklonalen oder monoklonalen, art- 
fremden oder empirisch fur den oder die nachzweisenden Analyten unspezifischen Anti- 
korpern (insbesondere fur Immunoassays), Detergentien - wie beispielsweise Tween 20 
nicht mit zu analysierenden Polynukleotiden hybridisierender, fragmentierter natiirlicher 
oder synthetischer DNA, wie beispielsweise ein Extrakt von Herings- oder Lachssperma 
(insbesondere fur Polynukleotid-Hybridisierungsassays), oder auch ungeladenen, aber 
hydrophilen Polymeren, wie beispielsweise Polyethylenglycole oder Dextrane, gebildet 
werden. 
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Ihnerhalb der mit diesen Verbindungen nach deren Aufbringung auf die Sensorplattfonn 
erzeugten Passivierungsscbicht konnen die moglichst homogen darin verteilten lumines- 
zenzmarkierten Molekule beispielsweise lumineszenzmarkierte Derivate der oben genann- 
ten Verbindungen sein, welche mit den entsprechenden unmarkierten Verbindungen vor der 
Aufbringung auf die Sensorplattform gemischt werden. Dabei kann die Verkniipfung besag- 
ter unmarkierter ,,chemisch neutraler" Verbindungen mit entsprechenden Lumineszenz- 
labeln zur Bildung der lumineszenzmarkierten Derivate kovalenter Natur sein oder bei- 
spielsweise auf elektrostatischen, ionischen, hydrophoben oder hydropbilen oder van-der- 
Waals-Wechselwirkungen beruhen. Die Dimineszenzlabel konnen auch, ohne Erzeugung 
lumineszenzmarkierter Derivate, mit den besagten „chemisch neutralen" Verbindungen 
gemischt werden, bevor diese Mischung zur Erzeugung der Passivierungsschicht auf die 
Sensorplattform aufgebracht wird. Die „Referenzierungslabel" k6nnen auch in einem 
separaten Schritt vor Aufbringung der Passivierungsschicht aufgebracht werden. Die Wahl 
des Anteils von Lumineszenzlabeln in der Passivierunggschicht kann dabei angepasst 
werden an die Hohe zu erwartender Lumineszenzsignale in einem mit dem erfindungs- 
gemassen Kit auszufuhrenden Analytnachweisverfahren, urn beispielsweise eine Beein- 
trachtigung der Nachweisempfindlichkeit fur einen Analyten, z.B. aufgrund zu starker 
Lumineszenzsignale aus der Passivierungsschicht, zu vermeiden. Im Falle einer separaten 
Aufbringung der ..Referenzierungslabel" gelten gleichartige Anforderungen. 

Wesentlich ist, dass die Passivierungsschicht unter den Bedingungen eines mit dem erfin- 
dungsgemassen Kit auszufuhrenden Analytnachweises „stabil" ist, d.h., dass es insbeson- 
dere zu keinem messbaren Austreten von Lumineszenzlabeln in eine gegebenenfalls in 
einem Assay mit der Sensorplattform in Kontakt gebrachte Proben- oder Reagentienfliis- 
sigkeit kommt, und dass die Lumineszenzlabel der Passivierungsschicht eine ausreichend 
hohe thermische und photochemische Stabilitat besitzen, so dass es zumindest wMhrend der 
Dauer eines Analytnachweises zu keinem messbaren Signalverlust der eraeugten Signale 
zur ortsaufgelosten Referenzierung kommt. 



Weiterhin wird bevorzugt, dass besagte immobilisierten biologischen oder biochemischen 
oder synthetischen Erkennungselemente ausgewahlt sind aus der Gruppe, die von Nuklein- 
sauren (beispielsweise DNA, RNA, Oligonukleotiden) und Nukleinsaureanalogen (z. B. 
PNA), mono- oder polyklonalen AntikSrpern, Peptiden, Enzymen, Aptameren, syntheti- 
schen Peptidstrukturen, ldslichen, membrangebundenen und aus einer Membran isolierten 
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Proteinen, wie beispielsweise Rezeptoren, deren liganden, Antigenen fur Antikorper, 
"Histidin-Tag-Komponenten" und deren Komplexbildungspartnern, durch chemische 
Synthese erzeugten Kavitaten zur Aufhahme molekularer Imprints, etc. gebildet wird. Es ist 
auch vorgesehen, dass als biologische oder biochemische oder synthetische Erkennungs- 
elemente ganze Zellen, Zellbestandteile, Zellmembranen oder deren Fragmente aufgebracht 
werden. 

Ausserdem wird bevorzugt, dass der Analytnachweis auf der Bestimmung der Anderung 
einer oder mehrerer Lumineszenzen beruht. 

Eine mogliche Ausfiihrungsform ist dadurch gekennzeichnet, dass das Anregungslicht von 
einer oder mehreren Lichtquellen in einer Auflichtanordnung eingestrahlt wird. 

Fur zahlreiche Ausfiihrungsformen wird bevorzugt, dass das mit den Messbereichen in 
Kontakt stehende Material der Sensorplattform innerhalb einer Tiefe von mindestens 200 
nm von den Messbereichen bei mindestens einer Anregungswellenlange transparent oder 
absorbierend ist. 

Andere Ausfuhrungsformen sind dadurch gekennzeichnet, dass das Anregungslicht von 
einer oder mehreren Lichtquellen in einer Transmissionslichtanordnung eingestrahlt wird. 

Vielfach ist es von Vorteil, wenn das Material der Sensorplattform bei mindestens einer 
Anregungswellenlange transparent ist. 

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform eines erfindungsgemassen Kits ist dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Sensorplattform als ein optischer Wellenleiter ausgebildet ist, welcher 
vorzugsweise im wesentlichen planar ist. Dabei umfasst die Sensorplattform vorzugsweise 
ein Material aus der Gruppe, die von Silikaten, z. B. Glas oder Quarz, transparenten 
thermoplastischen oder spritzbaren Kunststoff, beispielsweise Polycarbonat, Polyimid, 
Acrylaten, insbesondere Polymethylmethacrylat, oder Polystyrolen gebildet wird. 

Eine besonders bevorzugte Ausfiihrungsform eines erfindungsgemassen Kits ist dadurch 
gekennzeichnet, dass die Sensorplattform einen optischen Diinnschichtwellenleiter mit einer 
bei mindestens einer Anregungswellenlange transparenten Schicht (a) auf einer bei min- 
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destens dieser Amegungswellenlange ebenfalls transparenten Schicht (b) mit niedrigerem 
Brechungsindex als Schicht (a) umfasst. 



Verschiedene Ausfiihrangsformen derartiger Sensorplattformen und Verfahren zum Nach- 
weis einer oder mehrerer Analyten unter Verwendung solcher Sensorplattformen sind aus- 
fuhrlich beispielsweise in den Patenten US 5,822,472, US 5,959,292 und US 6,078,705 
sowie in den Patentanmeldungen WO 96/35940, WO 97/3721 1, WO 98/08077, WO 
99/58963, PCT/EP 00/04869 und PCT/EP 00/07529 beschrieben und sind als integraler 
Bestandteil eines erfindungsgemassen Kits ebenfalls Bestandteil der vorliegenden 
Erfindung 



Fur einen erfindungsgemassen Kit mit einem optischen Wellenleiter als Sensorplattform 
wird bevorzugt, dass das Anregungslicht von einer oder mehrerer Lichtquellen eingekoppelt 
wird in den optischen Wellenleiter mittels eines Verfahrens, welches ausgewahlt ist aus der 
Gruppe, die von Stimflachenkopplung, Einkopplung uber angebrachte optische Fasern als 
Lichtleiter, Prismenkopplung, Gitterkopplung oder evaneszenter Kopplung durch Uberlap- 
pung des evaneszenten Feldes besagten optischen Wellenleiters mit dem evaneszenten Feld 
eines weiteren, damit in Nahfeldkontakt gebrachten Wellenleiters gebildet wird. 

Generell ist es anzustreben, die Erzeugung von Reflexionen eingestrahlten Anregungslichts 
weitestmoglich zu vermeiden, da diese im allgemeinen im wesentlichen nachteilig zu einer 
ErhShung von Hintergrundsignalen fuhren. Beispielsweise ist mit dem Auftreten von Re- 
flexionen prinzipiell jeweils beim Durchgang des Anregungslichts durch optische Grenzfla- 
chen zu Medien mit unterschiedlichen Brechungsindices zu rechnen. Daher ist es von Vor- 
teil, wenn die Einkopplung des Anregungslichts von einer oder mehreren Lichtquellen in 
den optischen Wellenleiter mittels eines damit in Kontakt stehenden optischen Koppel- 
elements erfolgt, welches ausgewahlt ist aus der Gruppe von optischen Fasern als Lichtlei- 
ter, Prismen, gegebenenfalls fiber eine brechungsindexanpassende Fliissigkeit, und Gitter- 
kopplern. 



Besonders bevorzugt wird eine Ausfiihrungsform des erfindungsgemassen Kits, welche 
dadurch gekennzeichnet ist, dass das Anregungslicht von einer oder mehreren Lichtquellen 
in die Schicht (a) mittels einer oder mehrerer in der Schicht (a) modulierten Gitterstrukturen 
(c) eingekoppelt wird. 
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Geeignete geometrische Anordnungen solcher Gitterstrukturen fiir eine Sensorplattform als 
Teil eines erfindungsgemassen Kits sind wiederum beispielsweise in den Patenten US 
5,822,472, US 5,959,292 und US 6,078,705 sowie in den Patentanmeldungen WO 
96/35940, WO 97/3721 1, WO 98/08077, WO 99/58963, PCTYEP 00/04869 und PCT/EP 
00/07529 beschrieben und sind als integrator Bestandteil eines erfindungsgemassen Kits 
ebenfalls Bestandteil der vorliegenden Erfindung. 

Fiir eine Vielzahl von Ausfiihrungsformen wird bevorzugt, dass die Sensorplattform gleich- 
formige, unmodulierte Bereiche der Schicht (a) umfasst, welche vorzugsweise in Ausbrei- 
tungsrichtung des iiber eine Gitterstruktur (c) eingekoppelten und in der Schicht (a) gefiihr- 
ten Anregungslichts angeordnet sind. 

Generell gilt, dass Gitterstrukturen (c) der Einkopplung von Anregungslicht zu den Mess- 
bereichen (d) und / oder der Auskopplung von in die Schicht (a) riickgekoppeltem Lumines- 
zenzlicht dienen konnen. In genereller Form wird die Sensorplattform daher eine Vielzahl 
von Gitterstrukturen (c) gleicher oder unterschiedlicher Periode mit gegebenenfalls daran 
anschliessenden gleichfonnigen, unmodulierten Bereichen der Schicht (a) auf einem 
gemeinsamen, durchgehenden Substrat umfassen. 

In den Assay- Applikationen mit einem erfindungsgemassen Kit ist es im allgemeinen vor- 
teilhaft, ein geeignetes Anregungslicht iiber eine Gitterstruktur (c) einzukoppeln, an welche 
sich in Ausbreitungsrichtung des eingekoppelten und in der Schicht (a) gefuhrten Lichts ein 
unmodulierter Bereich der Schicht (a) mit einer darauf befindlichen Vielzahl von Messbe- 
reichen in einem Array anschliesst, auf denen der Nachweis der verschiedenen Analyten 
erfolgt. Daran wird sich in der Ausbreitungsrichtung des gefuhrten Lichts vorteilhaft eine 
weitere Gitterstruktur mit einem dahinter befindhchen weiteren Array von Messbereichen 
anschliesst etc. Nach Durchlaufen eines unmodulierten Bereichs wird das in der Schicht (a) 
gefiihrte Licht jeweils wieder ausgekoppelt. In der zur Ausbreitungsrichtung des gefuhrten 
Lichts senkrechten Richtung (d.h. parallel zu den Gitterlinien) werden sich weitere Arrays 
von Messbereichen anschliessen. Daher wird bevorzugt, dass jedem in Ausbreitungsrich- 
tung des eingekoppelten Anregungslichts nachfolgenden Array von Messbereichen eine fur 
dieses Array spezifische Gitterstruktur (c) zur Auskopplung dieses Anregungslichts zuge- 
ordnet ist, wobei senkrecht zur Ausbreitungsrichtung des eingekoppelten Anregungslichts 
die Gitterstrukturen spezifisch fur einzelne Arrays ausgebildet sein konnen oder sich auch 
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iiber die ganze Sensorplattfonn in dieser Richtung erstrecken konnen. Dieses bedeutet also, 
dass das Einkoppelgitter eines in Ausbreitungsrichtung eines in der Schicht (a) einer 
Sensorplattform gefuhrten Anregungslichts nachfolgenden Arrays als Auskoppelgitter fiir 
das am Einkoppelgitter des in besagter Ausbreitungsrichtung vorangehenden Arrays 
eingekoppelte Anregungslicht dient. 

Fur bestimmte Anwendungen, beispielsweise fiir den Einsatz von 2 oder mehr Lumines- 
zenzlabeln mit unterschiedlichen Anregungswellenlangen, ist es von Vorteil, wenn die 
Sensorplattform eine Uberlagerung von 2 oder mehreren Gitterstrukturen unterschiedlicher 
Periodizitat mit zueinander paralleler oder nicht paralleler, vorzugsweise nicht paralleler 
Ausrichtung der Gitterlinien umfasst, welche der Einkopplung von Anregungslicht unter- 
schiedlicher Wellenlange dient, wobei im Falle von 2 uberlagerten Gitterstrukturen deren 
Gitterlinien vorzugsweise senkrecht zueinander ausgerichtet sind. 

Die Unterteilung der Sensorplattform in Bereiche mit darin ausgebildeten Gitterstrukturen 
und sich darin anschliessenden unmodulierten Bereichen bedeutet fiir die Anwendung, dass 
der Platzbedarf fiir ein einzelnes Array von Messbereichen zwischen aufeinander folgenden 
Gitterstrukturen (einschliesslicb von mindestens einer zugeordneten Gitterstruktur) ein 
gewisses Minimum nicht unterschreiten kaim, welches bei den gegenwartigen technischen 
Mdglichkeiten zur Erzeugung der Gitterstrukturen sowie zur Einkopplung eines geeigneten 
Anregungslichtbiindels in der Grossenordnung von etwa 0.1 mm 2 bis 1 mm 2 liegt. Daher ist 
es insbesondere fiir Anordnungen, in denen eine Vielzahl jeweils kleinflachiger Arrays 
erwunscht ist, von Vorteil, wenn eine Gitterstruktur (c) oder eine Uberlagerung mehrerer 
Gitterstrukturen in der Schicht (a) im wesentlichen iiber die gesamte Flache der 
Sensorplattfonn moduliert ist. 

In einer Weiterentwicklung wird bevorzugt, dass auf der Sensorplattform optisch oder 
mechanisch erkennbare Markierungen zur Erleichterung der Justierung in einem optischen 
System und / oder zur Verbindung mit Probenbehaltnissen als Teil eines analytischen 
Systems aufgebracht sind. 

Sofern eine Eigenfluoreszenz der Schicht (b) nicht auszuschliessen ist, insbesondere wenn 
diese aus einem Kunststoff wie beispielsweise Polycarbonat besteht, oder auch um den 
Einfluss der Oberflachenrauhigkeit der Schicht (b) auf die Lichdeitung in der Schicht (a) zu 
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vermindern, kann es von Vorteil sein, wenn zwischen den Schichten (a) und (b) eine 
Zwischenschicht aufgebracht ist. Daher besteht eine weitere Ausfiihrungsform der 
erfindungsgemassen Anordnung darin, dass sich zwischen den optisch transparenten 
Schichten (a) und (b) und in Kontakt mit Schicht (a) eine weitere optisch transparente 
Schicht (b') mit niedrigerem Brechungsindex als dem der Schicht (a) und einer Starke von 5 
nm - 10000 nm, vorzugsweise von 10 run - 1000 nm, befindet. 

Die einf achste Form der Immobilisierung der biologischen oder biochemischen oder 
synthetischen Erkennungselemente besteht in physikalischer Adsorption, beispielsweise 
infolge hydrophober Wechselwirkungen zwischen den Erkennungselementen und der 
Grundplatte. Diese Wechselwirkungen konnen jedoch durch die Zusammensetzung des 
Mediums und dessen physikalisch-chemische Eigenschaften, wie beispielsweise Polaritat 
und Ionenstarke, in ihrem Ausmass stark verMndert werden. Insbesondere im Falle 
sequentieller Zugabe verschiedener Reagentien in einem mehrstufigen Assay ist das Haft- 
vermogen der Erkennungselemente nach rein adsorptiver Immobilisierung auf der Ober- 
flache oft unzureichend. In einer bevorzugten Form des erfindungsgemassen Kits wird das 
Haftvermogen dadurch verbessert, dass zur Immobilisierung biologischer oder biochemi- 
scher oder synthetischer Erkennungselemente auf der Sensorplattform eine Haftvennitt- 
lungsschicht (f) aufgebracht ist. Die Haftvermittlungsschicht kann dabei auch, insbesondere 
im Falle zu immobilisierender biologischer oder biochemischer Erkennungselemente, der 
Verbesserung der lc Biokompatibilitat" von deren Umgebung dienen, d.h. derErhaltung der 
Bindungsfahigkeit, im Vergleich zu deren natiirlicher biologischer oder biochemischer Um- 
gebung, und insbesondere der Vermeidung einer Denaturierung. Es wird bevorzugt, dass die 
Haftvermittlungsschicht (f) eine Starke von weniger als 200 nm, vorzugsweise von weniger 
als 20 nm, hat. Fur die Herstellung der Haftvermittlungsschicht eignen sich eine Vielzahl 
von Materialien. Ohne jegliche Einschrankung wird bevorzugt, dass die Haftvermittlungs- 
schicht (f) eine oder mehrere chemische Verbindungen aus den Gruppen umfasst, die 
Silane, funktionalisierte Silane, Epoxide, funktionalisierte, geladene oder polare Polymere 
und "selbstorganisierte passive oder funktionalisierte Mono- oder Mehrfachschichten" 
umfassen. Die Haftvermittlungsschicht kann zusatzlich mit ihr assoziierte „Referenzie- 
rungslabel" zur ortsaufgelosten Referenzierung einer verfugbaren Anregungshchtintensitat 
umfassen, wobei diese „Referenzierungslabel" zusammen und gegebenenfalls an die 
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genannten Komponenten der Haftveimittlungsschicht gebunden oder in einem separaten 
Schritt aufgebracht werden konnen. 



Ein weiterer wesentlicher Aspekt des erfindungsgemassen Kits ist, dass die biologischen 
oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente in raumlich getrennten Mess- 
bereichen (d) immobilisiert sind. Diese raumlich getrennten Messbereiche (d) konnen durch 
raumlich selektive Aufbringung von biologischen oder biochemischen oder synthetischen 
Erkennungselementen auf der Sensorplattform erzeugt werden. Fur die Aufbringung eignen 
sich eine Vielzahl bekannter Verfahren. Ohne Beschrankung der Allgemeinheit wird bevor- 
zugt, dass zur Aufbringung der biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erken- 
nungselemente auf der Sensorplattform eines oder mehrere Verfahren verwendet werden 
aus der Gruppe von Verfahren, die von "Inkjet spotting", mechanischem Spotting mittels 
Stift, Feder oder KapiHare, "micro contact printing", fluidischer Kontaktierung der Messbe- 
reiche mit den biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen 
durch deren Zufuhr in parallelen oder gekreuzten Mikrokanalen, unter Einwirkung von 
Druckunterschieden oder elektrischen oder elektromagnetischen Potentialen" sowie photo- 
chemischen und photolithographischen ImmobUisierungsverfahren gebildet werden. 

Eine weitere spezielle Ausfthrungsform des erfindungsgemassen Kits besteht darin, dass 
die Dichte der in diskreten Messbereichen immobilisierten Erkennungselemente zum Nach- 
weis unterschiedlicher Analyten auf unterschiedtichen Messbereichen so ausgewahlt ist, 
dass die Lumineszenzsignale beim Nachweis verschiedener Analyten in einem gemeinsa- 
men Array von gleicher Grossenordnung sind, d.h., dass gegebenenfalls die zugehorigen 
Kalibrationskurven fur die gleichzeitig durchzufuhrenden Analytbestimmungen ohne eine 
Anderung der elektronischen oder optoelektronischen SystemeinsteUungen aufgenommen 
werden k5nnen. 



Eine andere vorteilhafte Variante des erfindungsgemassen Kits ist dadurch gekenzeichnet, 
dass Arrays von Messbreichen aufgeteilt sind in Segmente von ein oder mehrereren Mess- 
bereichen zur Bestimmung von Analyten und Bereichen zwischen diesen Messbereichen 
oder zusatzlichen Messbereichen zu Zwecken einer zusatzlichen physikalischen 
Referenzierung, wie beispielsweise des Einflusses von Anderungen ausserer Parameter, 
wie beispielsweise der Temperatur, sowie zu Zwecken der Referenzierung des Einflusses 
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zusatzlicher physikaUsch-chemischer Parameter, wie beispielsweise unspezifischer Bindung 
an die Sensorplattform von Bestandteilen einer aufgebrachten Probe. 

Fur bestimmte Anwendungen, in denen beispielsweise Fragen der Reproduzierbarkeit der 
Ergebnisse mit einer Vielzahl von Arrays auf einer gemeinsamen Sensorplattform im 
Vordergrund stehen, ist es vorteilhaft, dass zwei oder mehr Arrays eine gleichartige geo- 
metrische Anordnung von Messbereichen und / oder Segmenten von Messbereichen fur die 
Bestimmung gleichartiger Analyten auf diesen Arrays aufweisen. 

Ebenfalls vor allem zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit von Messungen auf verschie- 
denen Messbereichen kann es vorteilhaft sein, wenn ein oder mehrere Arrays Segmente von 
zwei oder mehr Messbereichen mit innerhalb des Segments gleichartigen biologischen oder 
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen zur Analytbestimmung oder 
Referenzierung umfassen. 

In anderen Applikationen ist es wesentlich, die Einfliisse systematischer Fehler auf die 
Ergebnisse zu minimieren, wie sich diese beispielsweise durch eine Replikation gleich- 
artiger Strukturen auf einer gemeinsamen Sensorplattform ergeben konnen. Beispielsweise 
hierfiir kann es von Vorteil sein, dass zwei oder mehr Arrays eine unterschiedliche geo- 
metrische Anordnung von Messbereichen und / oder Segmenten von Messbereichen fur die 
Bestimmung gleichartiger Analyten auf diesen Arrays aufweisen. 

Der erfindungsgemasse Kit mit einer Vielzahl von Messbereichen in diskreten Arrays, von 
denen ihrerseits eine Vielzahl auf einer gemeinsamen Sensorplattform angeordnet sein 
kann, bietet die Moglichkeit, dass unter Einsatz relativ geringer Mengen von Probelosun- 
gen, Reagentien oder gegebenenfalls Kalibrationslosungen auf ein- und derselben Plattform, 
unter weitestgehend identischen Bedingungen, auch viele Arten von Duplikationen oder 
Mehrfachausfiihrungen gleichartiger Messungen durchgefuhrt werden konnen. Damit kon- 
nen beispielsweise in einer einzigen Messung statistische Daten erzeugt werden, wofur 
herkommlicherweise eine Vielzahl von Einzelmessungen mit entsprechend langerer 
Gesamt-Messzeit und hoherem Verbrauch an Proben- und Reagentienmengen erforderlich 
sind. Es wird bevorzugt, dass fur den Nachweis jedes Analyten oder zur Referenzierung 
jeweils 2 oder mehr identische Messbereiche innerhalb eines Segments oder Arrays vor- 
gesehen sind. Dabei konnen beispielsweise besagte identische Messbereiche in einer durch- 



18 



WO 02/46756 PCT/EP01/12787 

gehenden Reihe oder Spalte oder Diagonalen eines Arrays oder Segments von Messberei- 
chen angeordnet sein. Die Aspekte der Referenzierung konnen physikalische oder physika- 
lisch-chemische Parameter der Sensorplattform betreffen, wie beispielsweise lokale Unter- 
schiede der Anregungslichtintensitat (siehe hierzu aucb weiter unten), als auch Einflusse der 
Probe, wie beispielsweise deren pH, Ionenstarke, Brechungsindex, Temperatur etc. 

Fur andere Applikationen kann es aber auch vorteilhaft sein, wenn besagte identische Mess- 
bereiche statistisch innerhalb eines Arrays oder Segments von Messbereichen angeordnet 
sind. 

Der erfindungsgemasse Kit kann eine sehr grosse Anzahl einzelner Messbereiche umfassen. 
Es wird bevorzugt, dass in einer 2-dimensionalen Anordnung bis zu 100 000 Messbereiche 
angeordnet sind und ein einzelner Messbereich eine HSche von 0.001 - 6 mm 2 einnimmt. 
Bevorzugt sind auf einer Sensorplattform als Bestandteil des erfindungsgemassen Kits mehr 
als 100, starker bevorzugt mehr als 1000, noch mehr bevorzugt mehr als 10 000 Mess- 
bereiche angeordnet. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Ausfuhrungsform des erfindungsgemassen Kits, 
in der die Oberseite der Sensorplattform mit den darauf erzeugten Messbereichen iiber der 
optisch transparenten Schicht (a) mit einem weiteren Korper derart zusammengebracht ist, 
dass zwischen der Sensorplattform als Grundplatte und besagtem Korper eine oder mehrere 
raumliche Aussparungen zur Erzeugung eines oder mehrerer gegeneinander fluidisch abge- 
dichteter Probenbehaltnisse erzeugt werden, in denen jeweils ein oder mehrere Messbe- 
reiche oder Segmente oder Arrays von Messbereichen liegen. 

Eine dabei bevorzugte Ausfuhrungsform ist dadurch gekennzeichnet, dass die Probenbe- 
haltnisse als gegeneinander fluidisch abgedichtete Flusszellen mit jeweils mindestens einem 
Zulauf und mindestens einem Ablauf ausgebildet sind und gegebenenfalls zusatzlich 
mindestens ein Ablauf jeder Flusszelle in ein mit dieser Husszelle fluidisch verbundenes 
Reservoir fiihrt, welches aus der Husszelle austretende Fliissigkeit aufnimmt. 

Vorteilhafterweise ist dabei das gegebenenfalls zusatzlich vorhandene Reservoir zur Auf- 
nahme aus der Husszelle austretender Hiissigkeit als eine Vertiefung in der Aussenwand 
des mit der Sensorplattform als Grundplatte zusammengebrachten Korpers ausgebildet. 
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Fur die Erzeugung der raumlichen Aussparungen zwischen der Sensorplattform als Grund- 
platte und dem damit zusammengebrachten Korper gibt es dabei verschiedene technische 
MSglichkeiten. Id einer moglichen Anordnung sind auf der Sensorplattform als Grundplatte 
raumliche Strukturen im Raster des Arrays der zu erzeugenden Flusszellen ausgebildet. 
Diese Strukturen auf der Grundplatte konnen beispielsweise die Wande oder Teile der 
W&ade, wie beispielsweise Sockel, zwischen den neben- und hintereinander angeordneten 
Flusszellen bilden, welche durch Zusammenbringen der Grundplatte mit einem ent- 
sprechend gefonnten Korper erzeugt werden. Um das Array von Flusszellen zu erzeugen, 
ist es auch mSglich, dass zur Erzeugung der raumlichen Aussparungen zwischen der 
Sensorplattform als Grundplatte und dem damit zusammengebrachten Korper Aus- 
nehmungen in der Sensorplattform ausgebildet sind 

Eine weitere Ausfuhrungsform besteht darin, dass zur Erzeugung der Aussparungen 
zwischen der Grundplatte und dem damit zusammengebrachten Korper Ausnehmungen in 
besagtem Kfirper ausgebildet sind. Fur diese Ausfuhrungsform wird bevorzugt, dass die 
Grundplatte im wesentlichen planar ist 

Der mit der Gundplatte zusammenzubringende Korper zur Erzeugung des Arrays von 
Flusszellen kann aus einem einzigen Werkstiick bestehen. Eine andere Ausfuhrungsform 
besteht darin, dass der mit der Grundplatte zusammengebrachte Korper aus mehreren Teilen 
zusammengesetzt ist, wobei die zusammengefiigten Bestandteile besagten Korpers 
vorzugsweise eine irreversibel zusammengefugte Einheit bilden. 

Es wird bevorzugt, dass der mit der Grundplatte zusammengebrachte Korper hilfs- 
weiseVorkehrungen umfasst, welche das Zusammenftlgen besagten Korpers und der Grund- 
platte erleichtern. 

Die Anordnung umfasst vorzugsweise eine Vielzahl, d. h. 2 - 2000 Probenbehaltnissen, 
bevorzugt 2 - 400, besonders bevorzugt 2 - 100 Probenbehaltnissen. 
Beispielsweise fur Anwendungen, in denen die Zugabe der Proben und / oder zusatzlicher 
Reagentien direkt durch einen Dispenser erfolgen soil, wird bevorzugt, dass die 
Probenbehaltnisse auf der den Messbereichen gegeniiberliegenden Seite des mit der 
Sensorplattform als Grundplatte zusammengebrachten Korpers offen sind. 
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Bevorzugt wird, dass das Raster (Aufeinanderfolge in Zeilen und / oder Spalten) der 
Probenbehaltnisse dem Raster der Wells einer Standardmikrotiterplatte entspricht. 

Eine weitere Ausffihrungsform der Anordnung von Probenbehaltnissen als Teil des 
erfindungsgemassen Kits ist dadurch gekennzeichnet, dass sie durch einen zusatzlichen 
Abschluss, beispielsweise eine Folie, Membran oder eine Deckplatte, abgeschlossen wird. 

Durch Variation der Grundflachen und der Tiefe der Ausnehmungen kann die Aufnahme- 
fahigkeit der Flusszellen in einem weiten Bereich variiert werden, so dass das Innen- 
volumen jedes Probenbehaltnisses typischerweise 0.1 pi— 1000 bevorzugt 1 |il - 20 [il 
betragt. Dabei konnen die Innenvolumina verschiedener Flusszellen einer Anordnung gleich 
oder unterschiedlich sein. 



Es wird bevorzugt, dass die Tiefe der Ausnehmungen zwischen der Sensorplattforrn als 
Grundplatte und dem damit zusammengefiigten Korper 1 - 1000 fim, besonders bevorzugt 
20 - 200 fim betragt. Die Grosse der Ausnehmungen eines Arrays kann einheitlich oder 
unterschiedlich sein und die GrundftlMchen konnen behebige, vorzugsweise rechteck- oder 
polygonformige oder auch andere Geometrie haben. Ebenso konnen die lateralen Abmes- 
sungen der Grundflachen in einem weiten Bereich variiert werden, wobei typischerweise 
die Grundflachen der Ausnehmungen zwischen der Grundplatte und dem damit zusammen- 
gefiigten Korpers jeweils 0. 1 mm 2 - 200 mm 2 , bevorzugt 1 mm 2 - 100 mm 2 betragen. Es 
wird bevorzugt, dass die Ecken der Grundflachen abgerundet sind. Abgerundete Ecken 
wirken sich giinstig auf das Stromungsprofil aus und erleichtern die Entfernung eventuell 
gebildeter Gasblasen aus den Flusszellen bzw. verhindern deren Entstehen. 

Fur die gleichzeitige Proben- oder Reagentienzugabe zu einer Vielzahl von Probenbehalt- 
nissen konnen Multikanalpipettoren fur manueUe oder automatische Reagentienapplikation 
verwendet werden, bei denen die individuellen Pipetten in ein- oder zweidimensionalen 
Arrays angeordnet sind, sofern die Anordnung von Probenbehaltnissen als Teil des erfin- 
dungsgemassen Kits die Zulaufe in dem entsprechenden Raster aufweist. Bevorzugt ent- 
spricht daher das Raster (Aufeinanderfolge in Zeilen und Spalten) der Anordnung dem 
Raster der Wells von Standardmikrotiterplatten. Als industrieller Standard ist dabei eine 
Anordnung von 8x12 Wells mit einem (Zentrum-zu-Zentrum) Abstand von ca. 9 mm 
etablierL ffiermit kompatibel sind kleinere Arrays mit beispielsweise 3, 6, 12, 24 und 48 
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Wells in gleichem Abstand. Es konnen auch mehrere erfindungsgemasse Anordnungen von 
Probenbehaltnissen mit solchen kleineren Arrays von Flusszellen derart zusammengefugt 
werden, dass die einzelnen Zulaufe besagter Flusszellen in einem ganzzabligen Vielfachen 
des Abstands von ca. 9 mm angeordnet sind. 

Seit einiger Zeit werden auch Platten mit 384 und 1536 Wells, als ganzzahligem Vielfachen 
von 96 Wells auf gleicher Grundflache mit ensprechend reduziertem Wellabstand, verwen- 
det, welche ebenfalls als Standardmikrotiterplatten bezeichnet werden sollen. Durch die An- 
passung des Rasters der Probenbehaltnisse der erfindungsgemassen Anordnung, mit den Zu- 
und Ablaufen jedes Probenbehaltnisses, an diese Standards konnen eine Vielzahl kommer- 
ziell eingefiihrter und erhaltlicher Labor-Pipettoren und -Roboter fiir die Probenzugabe ver- 
wendet werden. 

Bevorzugt entsprechen die ausseren Grundabmessungen der Anordnung von Probenbe- 
haltnissen, als Teil des erfindungsgemassen Kits, den Grundabmessungen dieser Standard- 
Mikrotiterplatten. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Anordnung von beispielsweise 2 bis 8 Proben- 
behaltnissen als Teil des erfindungsgemassen Kits, mit den vorgangig genannten Eigen- 
schaften, in einer Spalte oder beispielsweise 2 bis 12 Probenbehaltnissen in einer Zeile, 
welche ihrereseits mit einem Trager ("Metatrager") mit den Abmessungen von Standard- 
mikrotiterplatten derart zusammengefugt werden, dass das Raster (Aufeinanderfolge in 
Zeilen oder Spalten) der Zulaufe der Probenbehaltnisse dem Raster der Wells einer 
Standardmikrotiterplatte entspricht. 

Es konnen auch mehrere solche Spalten oder Zeilen von Probenbehaltnissen mit einem 
einzigen derartigen Metatrager so zusammengefugt werden, dass das Raster (Aufein- 
anderfolge in Zeilen oder Spalten) der Zulaufe der Flusszellen dem Raster der Wells einer 
Standardmikrotiterplatte, d. h. einem ganzzahligen Vielfachen von 9 mm (entsprechend 96- 
Well-Platte) oder von 4.5 mm (entsprechend 384-Well-Platte, siehe oben) oder von 2.25 
mm (entsprechend 1536-Well-Platte, siehe oben) entspricht. 

Die Anordnung von Probenbehaltnissen kann jedoch selbstverstandlich auch in einem 
anderen Raster ausgebildet sein. 
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Die Materialien for den mit der Sensorplattfonn als Grundplatte zusammengebrachten 
Korper und einer gegebenenfalls verwendeten zusatzlichen Deckplatte mussen den Anfor- 
derungen fiir den jeweils geplanten Einsatz der Anordnung gemigen. In Abhangigkeit von 
der spezifischen Applikation betreffen diese Anforderungen chemische und physikalische 
Bestandigkeit, zum Beispiel gegen saure oder basische Medien, Salze, Alkohole oder 
Detergentien als Bestandteile von wassrigen Losungen, oder Formamid, Temperaturbe- 
standigkeit (zum Beispiel zwischen -30°C und 100°C), moglichst ahnliche thermische Aus- 
dehnungskoeffizienten von Grundplatte und damit zusammengebrachtem Korper, optische 
Eigenschaften (z. B. Fluoreszenzfreiheit, Reflexionsvermogen), mechanische Bearbeitbar- 
keit etc. Es wird bevorzugt, dass das Material des mit der Grundplatte zusammgebrachten 
Korpers sowie eines optionalen zusatzlichen Abschlusses aus derselben Gruppe wie das 
Material des "Metatragers" ausgewahlt ist. Dabei konnen die genannten Komponenten (mit 
der Sensorplattfonn als Grundplatte zusammengefiigter Korper, Deckplatte) jeweils aus 
einem einheitlichen Material bestehen als auch eine Mischung oder schichtweise oder 
laterale Zusammenfiigung verschiedener Materialien umfassen, wobei die Materialien sich 
gegenseitig ersetzen konnen. 

Es ist vorgesehen, dass die Vorkehrungen zur ortsaufgelosten Referenzierung der in den 
Messbereichen oder in deren Umgebung verfugbaren Anregungslichtintensitat eine 
Durchschnittsbildung iiber mehrere ortsaufgeloste Referenzsignale umfassen. Im Falle von 
nicht statistisch, sondern systematisch variierender Anregungslichtintensitaten in Form 
eines iiber bestimmte Entfernungen vorliegenden Gradienten kann es vorteilhaft sein, wenn 
auf den zu erwartenden Wert der Anregungslichtintensitat eines zwischen verschiedenen 
Bereichen zur ortsaufgelosten Referenzierung liegenden Messbereichs interpoliert wird. 

Ein weiteres wesentliches Merkmal des erfindungsgemassen Kits betrifft Vorkehrungen, urn 
in Anwesenheit einer oder mehrerer Analyten erfasste Lumineszenzsignale zu kalibrieren. 
Eine mogliche Ausfiihrungsform besteht darin, dass besagte Vorkehrungen zur Kalibration 
von infolge der Bindung eines oder mehrerer Analyten oder infolge der spezifischen 
Wechselwirkung mit einem oder mehreren Analyten erzeugten Lumineszenzen die Zugabe 
von Kalibrationslosungen mit bekannten Konzentrationen der nachzuweisenden Analyten 
auf eine vorbestimmte Anzahl von Arrays umfassen. Beispielsweise ist es moglich, dass 8 - 
12 Arrays einer Sensorplattfonn fiir Kalibrationszwecke vorgesehen sind. 
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Mit der Vielzahl von Messbereichen auf einer Sensorplattform ermoglicht der erfindungs- 
gemasse Kit eine weitere, bislang nicht beschriebene Mbglichkeit der Kalibration. Diese 
besteht darin, dass es im wesentlichen nicht notwendig ist, eine Vielzahl von Kalibrations- 
losungen mit unterschiedlichen, bekannten Konzentrationen auf ein oder mehrere Arrays zu 
geben, sondern in den fur Kalibrationszwecke vorgesehenen Messbereichen die zum 
Analytnachweis eingesetzten biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erken- 
nungselemente in bekannter, aber unterschiedlicher lokaler Konzentration zu immobili- 
sieren. Ebenso wie durch Zugabe verschiedener Kalibrationslosungen unterschiedlicher 
Analytkonzentrationen auf ein Array mit Erkennungselementen in einer einzelnen 
konstanten Immobilisierungsdichte eine Kalibrationskurve generiert werden kann, ist es 
prinzipiell moglich, eine solche Standardkurve, welche die Bindungsaktivitat und Haufig- 
keit der Bindungsereignisse zwischen einem Analyten und seinen Nachweiselementen 
widerspiegelt, durch Zugabe einer einzigen Kalibrationslosung auf ein Array mit Erken- 
nungselementen in einer unterschiedlichen Immobilisierungsdichte zu erzeugen. Wesentlich 
fur die Durchfuhrbarkeit dieser, vereinf achten Art der Kalibration ist, dass das Bindungsver- 
halten zwischen einem Analyten und seinen Erkennungselementen genau bekannt ist, und 
dass die Variation, d.h. die Spannbreite zwischen niedrigster und hochster Immobilisie- 
rungsdichte in den fur einen Analyten vorgesehenen Messbereichen zur Kalibration aus- 
reichend ist, um den gesamten fur die Analytdetektion vorgesehenen Arbeitsbereich eines 
Assays abzudecken. 

Daher ist weiterer Gegenstand der Erfindung ein Kit, welcher dadurch gekennzeichnet ist, 
dass in einem oder mehreren Arrays jeweils mehrere Messbereiche mit dort in einer 
unterschiedlichen, kontrolherten Dichte immobilisierten biologischen oder biochemischen 
oder synthetischen Erkennungselementen zum Nachweis eines fur diese Messbereiche 
gemeinsamen Analyten vorgesehen sind. Dabei wird besonders bevorzugt, dass bei 
bekannter Konzentrationsabhangigkeit der Bindungssignale zwischen einem Analyten und 
seinen biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen und 
einer ausreichend grossen "Variation" dieser in unterschiedlicher kontrollierter Dichte in 
verschiedenen Messbereichen eines Arrays immobilisierten Erkennungselemente bereits 
mittels Zugabe einer einzigen Kalibrationslosung zu diesem Array eine Kalibrationskurve 
fur diesen Analyten erstellt werden kann. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung eines Kits nach einer der 
genannten Ausfuhrungsfonnen in einem analytischen System zur Bestimmung einer oder 
mehrerer Lumineszenzen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein analytisches System mit einer beliebigen 
Ausfuhrungsform des eifindungsgemSssen Kits, dadurch gekennzeichnet, dass es zusatzlich 
mindestens einen Detektor zur Erfassung einer oder mehrerer Lumineszenzen von der 
Gitter-Wellenleiter-Struktur umfasst. 

Inbesondere Gegenstand der Erfindung ist ein analytisches System zur Bestimmung einer 
oder mehrerer Lumineszenzen, mit 

- mindestens einer Anregungslichtquelle 

- einem erfindugsgemassen Kit sowie 

- mindestens einem Detektor zur Erfassung des von einem oder mehreren 
Messbereichen (d) auf der Sensorplattform ausgehenden Lichts. 

Eine mogliche Ausfuhrungsform des analytisches System ist dadurch gekennzeichnet, 
dass das Anregungslicht in einer Auflicht- oder Transmissionslichtanordnung zu den 
Messbereichen eingestrahlt wird. 

Es wird bevorzugt, dass die Detektion des Lumineszenzlichts derart erfolgt, dass das von 
einer Gitterstruktur (c) oder (c 5 ) ausgekoppelte Lumineszenzlicht vom Detektor mit erfasst 
wird. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemassen analytischen Systems ist da- 
durch gekennzeichnet, dass das von der mindestens einen Anregungslichtquelle ausgesandte 
Anregungslicht im wesentlichen parallel ist und unter dem Resonanzwinkel zur Einkopp- 
lung in die optisch transparente Schicht (a) auf eine in der Schicht (a) modulierte Gitter- 
struktur (c) eingestrahlt wird. 

Eine Moglichkeit besteht darin, dass das Anregungslicht von mindestens einer Lichtquelle 
mit einer Aufweitungsoptik zu einem im wesentlichen parallelen Strahlenbtindel aufgewei- 
tet wird und unter dem Resonanzwinkel zur Einkopplung in die optisch transparente Schicht 
(a) auf eine grossflachige in der Schicht (a) modulierte Gitterstruktur (c) eingestrahlt wird. 
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Eine Vielzahl weiterer geeigneter analytischer Systeme mit einem erfindungsgemassen Kit 
als deren Bestandteil sind beispielsweise in den Patenten US 5,822,472, US 5,959,292 und 
US 6,078,705 sowie in den Patentanmeldungen WO 96/35940, WO 97/3721 1, WO 
98/08077, WO 99/58963, PCT/EP 00/04869 und PCT/EP 00/07529 beschrieben und in 
Ausfuhrungsformen mit einem erfindungsgemassen Kit ebenfalls Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung. 

Es wird weiterhin bevorzugt, dass das erfindungsgemasse analytische System zusatzlich 
Zufiihrungsmittel umfasst, urn die eine oder mehrere Proben mit den Messbereichen auf der 
Sensorplattform in Kontakt zu bringen. 

Eine Weiterentwicklung des analytischen Systems ist dadurch gekennzeichnet, dass Behalt- 
nisse fur Reagentien vorgesehen sind, welche wahrend des Verfahrens zum Nachweis des 
einen oder mehrerer Analyten benetzt und mit den Messbereichen in Kontakt gebracht 
werden 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum gleichzeitigen qualitativen und / 
oder quantitativen Nachweis einer Vielzahl von Analyten mit einem Kit nach einer der ge- 
nannten Ausfiihrungsformen, dadurch gekennzeichnet, dass zur ortsaufgelosten Referen- 
zierung der in den Messbereichen (d) auf der Sensorplattform, als Bestandteil des Kits, oder 
in der Umgebung dieser Messbereiche verfugbaren Anregungslichtintensitat die Lumines- 
zenzsignale von moglichst homogen iiber die Sensorplattform verteilten lumineszenz- 
markierten Molekiilen, welche mit einer auf besagter Sensorplattform aufgebrachten 
Passivierungsschicht oder passivierten Haftvermittlungsschicht, zur Minimierung 
unspezifischer Bindung zwischen den Messbereichen, assozziiert sind, bestimmt werden. 

Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls ein Verfahren zum gleichzeitigen qualitativen und / 
oder quantitativen Nachweis einer Vielzahl von Analyten mit einem Kit nach einer der ge- 
nannten Ausfuhrungsformen, dadurch gekennzeichnet, dass zur ortsaufgelosten Referen- 
zierung der in den Messbereichen (d) auf der Sensorplattform, als Bestandteil des Kits, oder 
in der Umgebung dieser Messbereiche verfugbaren Anregungslichtintensitat die Lumines- 
zenzsignale von moglichst homogen iiber die Sensorplattform verteilten lumineszenz- 
markierten Molekiilen, welche mit einer auf besagter Sensorplattform aufgebrachten diinnen 
Schicht (g) assoziiert sind, bestimmt werden. 
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Dabei kann der quantitative und / oder qualitative Nachweis besagter VielzaW von Analyten 
die Verwendung einer oder mehrerer signalgebender Komponenten als Label umf assen, 
welche ausgewahlt sein konnen aus der Gruppe, die von beispielsweise Lumineszenzlabeln, 
insbesondere lumineszenten Interkalatoren oder "molecular beacons", Absorptionslabeln, 
Massenlabeln, insbesondere Metallkolloiden oder Plastikbeads, Spin-Labeln, wie ESR- oder 
NMR-Labeln, radioaktiven Labeln gebildet wird. 

Im Rahmen des erfindungsgemassen Verfahrens ist es noglich, dass die ortaufgeloste 
Referenzierung des in der Umgebung der Messbereiche verfugbaren Anregungslichts und / 
oder ein gegebenfalls auf Absorptions- und / oder Lumineszenznachweis beruhender 
Analytnachweis auf Einsatz von Labels mit gleicher oder unterschiedlicher Absorptions- 
und / oder Lumineszenzwellenlange beruhen. 

Es wird bevorzugt, dass der Analytnachweis auf der Bestimmung der Anderung einer oder 
mehrerer Lumineszenzen beruht. Dabei ist es vorteilhaft, wenn die moglichst homogen in 
der Passivierungsschicht verteilten lumineszenzmarkierten Molekule (, Jteferenzierungs- 
label") und zum Nachweis eines oder mehrerer Analyten eingesetzte Lumineszenzlabel 
(, ,Nachweislabel") bei unterschiedlichen Wellenlangen angeregt werden konnen und 
vorzugsweise auch bei unterschiedlichen Wellenlangen emittieren. Besonders bevorzugt 
wird, wenn die Absorptions- und Lumineszenzspektren der verwendeten , JReferenzierung- 
slabel" und „Nachweislabel" moglichst wenig, im Idealfall gar nicht uberlappen. 

Eine andere bevorzugte Ausfuhrungsfonn fur bestimmte Anwendungen ist dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die „Referenzierungslabel" und , JSFachweislabel" bei der gleichen Wellen- 
lange angeregt werden konnen, aber bei unterschiedlichen Wellenlangen emittieren. 

Eine mogliche Ausfiihrungsform ist dadurch gekennzeichnet, dass das Anregungslicht von 
einer oder mehreren Lichtquellen in einer Auflichtanordnung eingestrahlt wird. 

Andere Ausflihrungsformen sind dadurch gekennzeichnet, dass das Anregungslicht von 
einer oder mehreren Lichtquellen in einer Transmissionslichtanordnung eingestrahlt wird. 

Ein bevorzugter Gegenstand der Erfindung ist eine Ausfuhrungsfonn des erfindungsge- 
massen Verfahrens, welche dadurch gekennzeichnet ist, dass die Sensorplattform als ein 
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optischer Weilenleiter ausgebildet ist, welcher vorzugsweise im wesentlichen planar ist, und 
dass das Anregungslicht von einer oder mehrerer Lichtquellen eingekoppelt wird in den 
optischen Weilenleiter mittels eines Verfahrens, welches ausgewahlt ist aus der Gruppe, die 
von Stimflachenkopplung, Einkopplung iiber angebrachte optische Fasern als Lichtleiter, 
Prismenkopplung, Gitterkopplung oder evaneszenter Kopplung durch Uberlappung des 
evaneszenten Feldes besagten optischen Wellenleiters mit dem evaneszenten Feld eines 
weiteren, damit in Nahfeldkontakt gebrachten Wellenleiters gebildet wird. 

Bevorzugt wird dabei, dass die Einkopplung des Anregungslichts von einer oder mehreren 
Lichtquellen in den optischen Weilenleiter mittels eines damit in Kontakt stehenden opti- 
schen Koppelelements erf olgt,. welches ausgewahlt ist aus der Gruppe von optischen Fasern 
als Lichtleiter, Prismen, gegebenenfalls iiber eine brechungsindexanpassende Flussigkeit, 
und Gitterkopplern. 

Besonders bevorzugt wird eine solche Ausfiihrungsfonn des erfindungsgemassen Ver- 
fahrens, welche dadurch gekennzeichnet ist, dass die Sensorplattform einen optischen 
Diinnschichtwellenleiter mit einer bei mindestens einer Anregungswellenlange transpa- 
renten Schicht (a) auf einer bei mindestens dieser Anregungswellenlange ebenfalls trans- 
parenten Schicht (b) mit niedrigerem Brechungsindex als Schicht (a) umfasst und dass das 
Anregungslicht von einer oder mehreren Lichtquellen in die Schicht (a) mittels einer oder 
mehrerer in der Schicht (a) modulierten Gitterstrukturen (c) eingekoppelt wird. 

Diese Ausfiihrungsform des Verfahrens kann derart durchgefiihrt werden, dass eine oder 
mehrere auf besagte Analyten zu untersuchende fliissige Proben mit den Messbereichen auf 
der Sensorplattform in Kontakt gebracht werden, eine oder mehrere im Nahfeld der Schicht 
(a) erzeugte Lumineszenzen aus den mit besagter Probe oder besagten Proben in Kontakt 
gebrachten Messbereichen, als Folge der Bindung eines oder mehrerer Analyten an die in 
besagten Messbereichen immobilisierten biologischen oder biochemischen oder syntheti- 
schen Erkenmmgselemente oder der Wechselwirkung zwischen besagten Analyten und 
besagten immobilisierten Erkennungselementen, gemessen werden und gegebenenfalls 
zusatzlich in ortsaufgeloster Weise die in besagten Messbereichen oder in deren Umgebung 
verfiigbare Anregungslichtintensitat referenziert wird. 
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Es wird bevorzugt, dass (1) die isotrop abgestrahlte Lumineszenz oder (2) in die optisch 
transparente Schicht (a) eingekoppelte und tiber Gitterstrukturen (c) ausgekoppelte 
Lumineszenz oder Lumineszenzen beider Anteile (1) und (2) gleichzeitig gemessen werden. 

Bestandteil des erfindungsgemassen Verfahrens ist, dass zur Erzeugung der Lumineszenzen 
der ,,Referenzierungslabel" und der „Nachweislaber Lumineszenzfarbstofife oder lumines- 
zente Nanopartikel als Lumineszenzlabel verwendet werden, die bei einer Wellenlange 
zwischen 300 nm und 1 100 nm angeregt werden konnen und emittieren. 

Es wird bevorzugt, dass das „Nachweislabel" an den Analyten oder in einem kompetitiven 
Assay an einen Analogen des Analyten oder in einem mehrstufigen Assay an einen der 
Bindungspartner der immobilisierten biologischen oder biochemischen oder synthetischen 
Erkennungselemente oder an die biologischen oder biochemischen oder synthetischen 
Erkennungselemente gebunden ist. 

Eine andere Ausfuhrungsform des Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass ein zweites 
oder noch weitere „Nachweislabel" mit gleicher oder unterschiedlicher Anregungswellen- 
lange wie das erste , JSfachweislabel" und gleicher oder unterschiedlicher Emissionswellen- 
lange verwendet werden. 

Dabei wird bevorzugt, dass das zweite oder noch weitere „Nachweislabel" bei der gleichen 
Wellenlange wie der erste Lumineszenzfarbstoff angeregt werden kann, aber bei anderen 
Wellenlangen emittieren. 

Insbesondere ist von Vorteil, wenn die Anregungsspektren und Emissionsspektren der zum 
Analytnachweis eingesetzten Lumineszenzfarbstoffe nur wenig oder gar nicht iiberlappen. 

Eine Variante des Verfahrens besteht darin, dass zum Nachweis des Analyten Ladungs- 
oder optischer Energietransfer von einem als Donor dienenden ersten Lumineszenzfarbstoff 
zu einem als Akzeptor dienenden zweiten Lumineszenzfarbstoff verwendet wird. 

Eine andere mogliche Ausfuhrungsform des Verfahrens besteht darin, dass das Ausmass der 
Loschung ("Quenching") einer oder mehrerer Lumineszenzen bestimmt wird. 
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Eine weitere Ausfuhrungsform des Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass neben der 
Bestimmung einer oder mehrerer Lumineszenzen Anderungen des effektiven Brechungs- 
index auf den Messbereichen bestimmt werden. 

Eine Weiterentwicklung des Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass die einen oder 
mehreren Lumineszenzen und / oder Bestimmungen von Lichtsignalen bei der Anregungs- 
wellenlange polarisationsselektiv vorgenommen werden. 

Es wird bevorzugt, dass die einen oder mehreren Lumineszenzen bei einer anderen 
Polarisation als der des Anregungslichts gemessen werden. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemassen Verfahrens ist dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Dichte der in diskreten Messbereichen immobilisierten Erkennungs- 
elemente zum Nachweis unterschiedlicher Analyten auf unterschiedlichen Messbereichen 
so ausgewahlt ist, dass die Lumineszenzsignale beim Nachweis verschiedener Analyten in 
einem gemeinsamen Array von gleicher Grossenordnung sind, d.h., dass die zugehorigen 
Kalibrationskurven fur die gleichzeitig durchzufuhrenden Analytbestimmungen ohne eine 
Anderung der elektronischen oder optoelektronischen Systemeinstellungen aufgenommen 
werden konnen. 

Eine Weiterentwicklung des Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass Arrays von Mess- 
bereichen aufgeteilt sind in Segmente von ein oder mehrereren Messbereichen zur Bestim- 
mung von Analyten und Bereichen zwischen diesen Messbereichen oder zusatzlichen Mess- 
bereichen zu Zwecken einer zusatzlichen physikalischen Referenzierung, wie des Einflusses 
von Anderungen ausserer Parameter, wie beispielsweise der Temperatur, sowie zu Zwek- 
ken der Referenzierung des Einflusses zusatzlicher physikalisch-chemischer Parameter, wie 
beispielsweise unspezifischer Bindung an die Sensorplattform von Bestandteilen einer auf- 
gebrachten Probe. Unspezifische bindende Bestandteile einer aufgebrachten Probe konnen 
dabei beispielsweise die einen oder mehreren Analyten selbst, zum Analytnachweis zur 
Probe hinzugefugte Nachweisreagentien, z.B. sekundare, lumineszenzmarkierte Antikoiper 
in einem Sandwich-Iminunoassay, oder auch Bestandteile der Probenmatrix sein, insbeson- 
dere wenn es sich bei dem Probenmedium beispielsweise um eine Korperflussigkeit handelt 
und die Probe keinen weiteren Reinigungsschritten unterzogen wurde. Zur Bestimmung der 
unspezifischen Bindung konnen die dafiir vorgesehenen Bereiche auf einer Sensorplattform 
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beispielsweise ,,passiviert worden" sein, d.h. mit einer gegeniiber dem Analyten ,,chemisch 
neutralen" Verbindung bescbichtet sein, wie vorangehend beschrieben als Massnahme zur 
Herabsetzung unspezifischer Bindung. ffierfur bietet das erfindungsgemasse Verfahren den 
besonderen Vorteil, dass fur diese Fonn der physikalisch-chemischen Referenzierung keine 
Bereitstellung zusatzlicher Messbereiche erforderlich ist, sondern diese Form der Referen- 
zierung direkt basieread auf den mit der Passivierungsschicht zwischen den Messbereichen 
(zum Analytnachweis) erzeugten Lumineszensignalen erfolgen kann. Jm Falle gleicher oder 
stark Oberlappender Absorptions- und Emissionsspektren von ,,Referenzierungslabeln" und 
..Nachweislabeln" erfolgen die ortsaufgeloste Bestimmung der verfiigbaren Anregungslicht- 
intensitat (vor Durchfuhrung des Analytaachweises) und der Analytnachweis (aufgrund der 
resultierenden Lumineszenzintensitaten der eingesetzten „Nachweislabel") vorzugsweise 
sequential, in FaUe wenig oder im Idealfall gar nicht iiberlappender Absorptions- und 
Emissionsspektren konnen die entsprechenden Luniineszenzintensitaten der verschiedenen 
Label auch im wesentlichen gleichzeitig (d.h. ohne zwischenzeitliche Assay-Arbeitsschritte 
wie Probenzugabe etc., lediglich unter Verwendung der entsprechenden unterscbiedlichen 
Lichtquellen und / oder Anregungs- und Emissions-Filtersatze) bestimmt werden. 

Fur bestimmte Anwendungen, beispielsweise beim Nachweis niedermolekularer Verbin- 
dungen in der Immunoanalytik oder beim Nachweis von Einzelpunktmutationen in der 
Nukleinsaurenanalytik, ist eine Kreuzreaktivitat zu den (bio)chemisch ahnlichsten Ver- 
wandten des betreffenden Analyten kaum auszuschUessen. Fur derartige Anwendungen ist 
eine solche Ausfuhrungsform des erfindungsgemassen Verfahrens vorteilhaft, in der ein 
Oder mehrere Messbereiche eines Segments oder eines Arrays der Bestimmung desselben 
Analyten zugeordnet sind und deren immobiliserte biologische oder biochemische Erken- 
nungselemente unterschiedlich hohe Affinitaten zu besagtem Analyten aufweisen. Die Er- 
kennungselemente sind dabei zweckmassigerweise so ausgewahlt, dass sich ihre Affinitaten 
zu verschiedenen, einander (bio)chemisch Mchen Analyten in unterschiedlicher, charak- 
teristischer Weise andem. Aus der Gesamtheit der Signale von verschiedenen Messberei- 
chen mit unterschiedlichen Erkennungselementen fur einen einzelnen Analyten lasst sich 
dann, in vergleichbarer Weise zu einem Fingerabdruck, die Identitat des Analyten bestim- 



men. 



Fiir andere spezifische Anwendungen, in denen beispielsweise Fragen der Reproduzierbar- 
keit der Ergebnisse mit einer Vielzahl von Arrays auf einer gemeinsamen Sensorplattform 
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im Vordergrund stehen, ist es vorteilhaft, dass zwei oder mehr Arrays eine gleichartige 
geometrische Anordnung von Messbereichen und / oder Segmenten von Messbereichen fur 
die Bestimmung gleichartiger Analyten auf diesen Arrays aufweisen. 

Ebenfalls vor allem zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit von Messungen auf verschie- 
denen Messbereichen kann es vorteilhaft sein, wenn ein oder mehrere Arrays Segmente von 
zwei oder mehr Messbereichen mit innerhalb des Segments gleichartigen biologischen oder 
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen zur Analytbestimmung oder 
Referenzierung umfassen. 

In anderen Applikationen ist es wesentlich, die Einflusse systematischer Fehler auf die 
Ergebnisse zu minimieren, wie sich diese beispielsweise durch eine Replikation gleicharti- 
ger Strukturen auf einer gemeinsamen Sensorplattform ergeben konnen. Beispielsweise 
hierfur kann es von Vorteil sein, dass zwei oder mehr Arrays eine unterschiedliche geome- 
trische Anordnung von Messbereichen und / oder Segmenten von Messbereichen fur die 
Bestimmung gleichartiger Analyten auf diesen Arrays aufweisen. 

Das erfindungsgemSsse Verfahren mit einem erfindungsgemassem Kit mit einer Vielzahl 
von Messbereichen in diskreten Arrays, von denen ihrerseits eine Vielzahl auf einer ge- 
meinsamen Sensorplattform angeordnet sein kann, bietet die Moglichkeit, dass unter Ein- 
satz relativ geringer Mengen von Probelosungen, Reagentien oder Kalibrationslosungen auf 
ein- und derselben Plattform, unter weitestgehend identischen Bedingungen, auch viele Ar- 
ten von Duplikationen oder Mehrfachausfuhrungen gleichartiger Messungen durchgefuhrt 
werden konnen. Damit konnen beispielsweise in einer einzigen Messung statistische Daten 
erzeugt werden, wofiir herkommlicherweise eine Vielzahl von Einzelmessungen mit ent- 
sprechend langerer Gesamt-Messzeit und hoherem Verbrauch an Proben- und Reagentien- 
mengen erforderhch sind. Es wird bevorzugt, dass fur den Nachweis jedes Analyten oder 
zur Referenzierung jeweils 2 oder mehr identische Messbereiche innerhalb eines Segments 
oder Arrays vorgesehen sind. Dabei konnen beispielsweise besagte identische Messbereiche 
in einer durchgehenden Reihe oder Spalte oder Diagonalen eines Arrays oder Segments von 
Messbereichen angeordnet sein. Die Aspekte der Referenzierung konnen physikalische oder 
physikalisch-chemische Parameter der Sensorplattform betreffen, wie beispielsweise lokale 
Unterschiede der Anregungslichtintensitat (siehe hierzu auch weiter unten), als auch 
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Einfliisse der Probe, wie beispielsweise deren pH, Ionenstarke, Brechungsindex, 
Temperatur etc. 

Fur andere Applikationen kann es aber auch vorteilhaft sein, wenn besagte identische Mess- 
bereiche statistisch innerhalb eines Arrays oder Segments von Messbereichen angeordnet 
sind. 

Weiterhin wird bevorzugt, dass die ortsaufgeloste Referenzierung der in den Messbereichen 
oder in deren Umgebung verfiigbaren Anregungslichtintensitat eine Durchschnittsbildung 
iiber mehrere ortsaufgeloste Referenzsignale umfasst. Im Falle von nicht statistisch, sondern 
systematisch variierender Anregungslichtintensitaten in Form eines tiber bestimmte Ent- 
fernungen vorliegenden Gradienten kann es vorteilhaft sein, wenn auf den zu erwartenden 
Wert der Anregungslichtintensitat eines zwischen verschiedenen Bereichen zur ortsaufge- 
losten Referenzierung liegenden Messbereichs interpoliert wird. 

Die Zugabe der einen oder mehreren Proben und der im Nachweisverfahren einzusetzenden 
Nachweisreagentien kann sequentiell in mehreren Schritten erfolgen. Es wird bevorzugt, 
dass die eine oder mehreren Proben mit einer Mischung aus den verschiedenen Nachweis- 
reagentien zur Bestimmung der in besagten Proben nachzuweisenden Analyten vorinkubiert 
werden und diese Mischungen dann in einem einzigen Zugabeschritt den dafur vorgesehe- 
nen Arrays auf der Sensorplattform zugefiihrt werden. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemassen Verfahrens zeichnet sich da- 
durch aus, dass die Konzentration der Nachweisreagentien, wie beispielsweise sekundarer 
Nachweisantikoiper und / oder Lumineszenzlabel und optional zusatzlicher lumineszenz- 
markierter Nachweisreagentien in einem Sandwich-hnmunoassay, so ausgewahlt ist, dass 
die Lumineszenzsignale beim Nachweis verschiedener Analyten in einem gemeinsamen 
Array von gleicher Grossenordnung sind, d.h., dass die zugehorigen Kalibrationskurven fur 
die gleichzeitig durchzufiihrenden Analytbestimmungen ohne eine Anderung der elektroni- 
schen oder optoelektronischen Systemeinstellungen aufgenommen werden konnen. 

Weiterer Gegenstand einer erfindungsgemassen Ausfuhrungsform des Verfahrens ist, dass 
die Kalibration von infolge der Bindung eines oder mehrerer Analyten oder infolge der 
spezifischen Wechselwirkung mit einem oder mehreren Analyten erzeugten Lumineszenzen 



33 



WO 02/46756 



PCT/EP01/12787 



die Zugabe von einer oder mehreren Kalibrationslosungen mit bekannten Konzentrationen 
besagter zu bestimmender Analyten auf die gleichen oder andere Messbereiche oder 
Segmente von Messbereichen oder Arrays von Messbereichen auf einer Sensorplattform 
umfasst, denen im gleichen oder einem separaten Zugabeschritt die eine oder die mehreren 
zu untersuchenden Proben zugefiihrt werden. 

Eine andere bevorzugte Ausfuhrungsform des Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass 
die Kalibration von infolge der Bindung eines oder mehrerer Analyten oder infolge der 
spezifischen Wechselwirkung mit einem oder mehreren Analyten erzeugten Lumineszenzen 
den Vergleich der Lumineszenzintensitaten nach Zugabe einer unbekannten und einer 
Kontroll-Probe, wie beispielsweise einer "wild type"-DNA-Probe und einer "mutant DNA"- 
Probe, umfasst. Es ist dabei moglich, dass die Zugabe der unbekannten Probe und der 
Kontrollprobe zu unterschiedlichen Arrays erfolgt. 

Eine andere Variante dieses Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass die Zugabe der un- 
bekannten Probe und der Kontrollprobe sequentiell zu dem gleichen Array erfolgt. Bei die- 
ser Ausfiihrungsfonn ist im allgemeinen zwischen der Zugabe der unbekannten Probe und 
der Kontrollprobe ein Regenerierungsschritt notwendig, d.h. die Dissoziation von nach Zu- 
gabe der ersten Probe gebildeten Erkennungselement-Analyt-Komplexen, gefolgt von der 
Entfernung der dissoziierten Analytmolekule aus den Probenbehaltnissen, bevor die Zugabe 
der zweiten Probe erfolgen kann. In ahnlicher Weise konnen in sequentieller Fonn auch 
mehrere Proben auf demselben Array von Messbereichen auf ihre Analyten untersucht 
werden. 

Eine andere mogliche Ausfuhrungsform des Verfahrens besteht darin, dass die unbekannte 
Probe und die Kontrollprobe gemischt werden und dann die Mischung einem oder mehreren 
Arrays einer Sensorplattform zugefiihrt wird. 

Eine Weiterentwicklung des erfindungsgemassen Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, 
dass die Detektion der in der unbekannten und der Kontrollprobe nachzuweisenden 
Analyten mittels Lumineszenzlabels von unterschiedlicher Anregungs- und / oder 
Lumineszenzwellenlange fur die unbekannte und die Kontrollprobe erfolgt. 
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Beispielsweise wird bevorzugt, dass zur Bestimmung von Analyten aus verschiedenen 
Gruppen der Nachweis unter Verwendung von zwei oder mehr Lumineszenzlabeln mit 
unterschiedlichen Anregungs- und / oder Lumineszenzwellenlangen erfolgt. 

Wie vorangehend beschrieben, eroffhet der erfindungsgemasse Kit mit der grossen Anzahl 
von Messbereichen auf einer Sensorplattform die Moglichkeit einer vereinfachten Form der 
Kalibration zur qualitativen und / oder quantitativen Bestimmung eines oder mehrere 
Analyten auf einem oder mehreren Arrays. Im besten Fall ist bei dieser neuen, erfindungs- 
gemassen Form der Kalibration der Signale einer Sensorplattform die Zugabe nur einer 
einzigen Kalibrationslosung erforderlich. In dieser Weiterentwicklung des erfindungsge- 
massen Verfahrens wird daher bevorzugt, dass in einem oder mehreren Arrays jeweils 
mehrere Messbereiche mit dort in einer unterschiedlichen, kontrollierten Dichte immobili- 
sierten biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen zum 
Nachweis eines fur diese Messbereiche gemeinsamen Analyten vorgesehen sind. Diese 
Weiterentwicklung des Verfahrens zeichnet sich dadurch aus, dass bei bekannter Konzen- 
trationsabhangigkeit der Bindungssignale zwischen einem Analyten und seinen biologi- 
schen oder biochemischen oder synthtischen Erkennungselementen und einer ausreichend 
grossen "Variation" dieser in unterschiedlicher kontrollierter Dichte in verschiedenen Mess- 
bereichen eines Arrays immobilisierten Erkennungselemente bereits mittels Zugabe einer 
einzigen Kalibrationslosung zu diesem Array eine Kalibrationskurve fur diesen Analyten 
erstellt werden kann. 

Bestandteil der Erfindung ist ein Verfahren nach einer der vorgenannten Ausfiihrungsfor- 
men zur gleichzeitigen oder sequentiellen, quantitativen oder qualitativen Bestimmung 
eines oder mehrerer Analyten aus der Gruppe von Antikorpern oder Antigenen, Rezeptoren 
oder Liganden, Chelatoren oder "Histidin-tag-Komponenten", Oligonukleotiden, DNA- 
oder RNA-Strangen, DNA- oder RNA-Analoga, Enzymen, Enzymcofaktoren oder 
Ihhibitoren, Lektinen und Kohlehydraten. 

Mogliche Ausfuhrungsformen des Verfahrens sind auch dadurch gekennzeichnet, dass die 
zu untersuchenden Proben natiirlich vorkommende Korperflussigkeiten wie Blut, Serum, 
Plasma, Lymphe oder Urin oder Eigelb oder optisch briibe Hussigkeiten oder Gewebe- 
fliissigkeiten oder Oberflachenwasser oder Boden- oder Pflanzenextrakte oder Bio- oder 
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Syntheseprozessbriihen oder aus biologischen Gewebeteilen Oder aus Zellkulturen oder - 
extrakten entnommen sind. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung eines erfindungsgemSssen Kits und 
/ oder eines erfmdungsgemassen analytischen Systems und / oder eines erfmdungsgemassen 
Verf ahrens fiir quantitative oder qualitative Analysen zur Bestimmung chemischer, bioche- 
mischer oder biologischer Analyten in Screeningverfahren in der Pharmaforschung, der 
Kombinatorischen Chemie, der Klinischen und Praklinischen Entwicklung, zu Echtzeitbin- 
dungsstudien und zur Bestimmung kinetischer Parameter im Affinitatsscreening und in der 
Forschung, zu qualitativen und quantitativen Analytbestimmungen, insbesondere fur die 
DNA- und RNA-Analytik, fur die Erstellung von Toxizitatsstudien sowie fur die Bestim- 
mung von Gen- oder Protein-Expressionsprofilen sowie zum Nachweis von Antikorpern, 
Antigenen, Pathogenen oder Bakterien in der phannazeutischen Protduktentwicklung und - 
forschung, der Human- und Veterinardiagnostik, der Agrochemischen Produktentwicklung 
und -forschung, der symptomatischen und prasymptomatischen Pflanzendiagnostik, zur 
Patientenstratifikation in der phannazeutischen Produktentwicklung und fur die therapeuti- 
sche Medikamentenauswahl, zum Nachweis von Pathogenen, Schadstoffen und Erregern, 
insbesondere von Salmonellen, Prionen, Viren und Bakterien, in der Lebensmittel- und 
Umweltanalytik. 

Die nachfolgenden Ausfiihrungsbeispiele erlautern die Erfindung beispielhaft. 
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Beispiel 1: 



1A: Sensorplattform 

Es wird eine Sensorplattform mit den ausseren Abmessungen 57 mm Breite (parallel zu den 
Gitterlinien einer in der Schicht (a) der Sensorplattform modulierten Gitterstruktur (c)) x 14 
mm Lange (senkrecht zu den Gitterstrukturen) x 0.7 mm Dicke verwendet, auf deren Flache 
durch Kombination mit einer Platte aus Polycarbonat mit in Richtung der Sensorplattform 
offenen Ausnehmungen mit den Innendimensionen 5 mm Breite x 7 mm Lange x 0.15 mm 
Hone 6 Mikroflusszellen im Raster einer Teilspalte einer klassischen Mikrotiterplatte 
(Raster 9 mm) erzeugt werden konnen. Die Polycarbonat-Platte kann mit der Sensorplatt- 
form derart verklebt werden, dass danach die Ausnehmungen gegeneinander dicht ver- 
schliessend abgedichtet sind. Diese Polycarbonat-Platte ist derart konstruiert, dass sie mit 
einem Trager ("Metatrager") mit den Grundabmessungen von Standardmikrotiterplatten 
derart zusammengefiigt werden kann, dass das Raster (Aufeinanderfolge in Zeilen oder 
Spalten) der Zulaufe der Flusszellen dem Raster der Wells einer Standardmikrotiterplatte 
entspricht. 

Das Substratmaterial (optisch transparente Schicht (b) besteht aus AF45 Glas (Brechungs- 
index n = 1.52 bei 633 nm). Im Substrat ist ein Paar von Ein- und Auskoppelgittern mit 
parallel zur Breite der Sensorplattform verlaufenden Gitterlinien (318 nm Periode) von 12 
+/- 3 nm Gittertiefe ausgepragt, wobei die Gitterlinien iiber die gesamte Breite der Sensor- 
plattform ausgepragt sind. Der Abstand zwischen den beiden aufeinanderfolgenden Gittern 
betragt 9 mm, die Lange der einzelnen Gitterstrukturen (parallel zur Lange der Sensorplatt- 
form) 0.5 mm. Der Abstand zwischen dem Ein- und Auskoppelgitter eines Gitterpaares ist 
so gewahlt, dass die Einkopplung des AnregungsUchts jeweils innerhalb des Bereichs der 
Probenbehaltnisse, nach Kombination der Sensorplattform mit der oben beschriebenen 
Polycarbonatplatte, erfolgen kann, wahrend die-Auskopplung ausserhalb des Bereichs der 
Probenbehaltnisse erfolgt. Die wellenleitende, optisch transparente Schicht (a) aus Ta 2 0 5 
auf der optisch transparenten Schicht (b) hat einen Brechungsindex von 2.15 bei 633 nm 
(Schichtdicke 150 nm). 

Die von der Sensorplattform und der damit kombinierten Polycarbonatplatte gebildeten 
Probenbehaltnisse weisen auf den der Sensorplattform gegeniiberliegenden Begrenzungs- 
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flachen konisch ausgebohrte Offhungen auf, so dass eine Befiillung oder Entleerung der 
Probenbehaltnisse durch Einpressen von standardisierten, kommerziell erhaltlichen 
Pipettenspitzen aus Polypropylen erfolgen kann. 

Zur Vorbereitung auf die Inimobilisierung der biochemischen oder biologischen oder 
synthetischen Erkennungselemente wird die Sensorplattformen mit Chloroform im Ultra- 
schallgerat gereinigt und mit Poly-L-Lysin, entsprechend bekannten Standardprotokollen, 
chemisch aktiviert (Schritt 1). 

Im nachsten Schritt (Schitt 2) wird, als Lumineszenzlabel fur die spatere ortsaufgeloste 
Referenzierung, monofunktioneller Fluoreszenzfarbstoff (FluorX™ (10 nM in 10 mM 
Carbonatpuffer, pH 9.2) 2 Stunden lang mit der aktivierten Oberflache der Sensorplattform 
inkubiert. Der FluorX™ Farbstoff ist der NHS-Ester von Carboxyfluorescein, mit einem 
erweiterten Linkerarm, und bindet unter milden Bedingungen an die primaren Aminogrup- 
pen des Poly-L-Lysins. Anschliessend wird mit destilliertem Wasser gewaschen und die 
Oberflache durch Zentrifugation getrocknet. 

Erzeugung diskreter Messbereiche (Schritt 3): Als biologische Erkennungselemente werden 
cDNA's in einer Konzentration von 0.1 (Xg/jol in 10 mM Carbonatpuffer (pH 9.2) auf die 
Poly-L-Lysin-Oberflache mit einem kommerziellen Spotter aufgebracht (QMS 417 Arrayer, 
Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) und iiber Nacht inkubiert (Array von 10 x 10 Spots; 
Spotdurchmesser 100 |mn, Zentrum-zu-Zentrum Abstand 375 jxm). Anschliessend wird mit 
destilliertem Wasser gewaschen und die Oberflache durch Zentrifugation getrocknet. Die 
Bindung der cDNA's an die Poly-L-Lysin-Oberflache ist adsorptiver Natur bzw. erfolgt 
iiber elektrostatische Wechselwirkungen. Eine Beeintrachtigung der Bindungskapazitat der 
Oberflache fur cDNA, infolge der zuvor aufgebrachten Fluorophore fiir die ortsaufgeloste 
Referenzierung, wird nicht festgestellt. 

Passivierung der Oberflache (Schritt 4): Zur weitestgehenden Unterbindung von unspezifi- 
schen Wechselwirkungen mit den nachzuweisenden Analyten oder anderer Bestandteile 
einer aufzubringenden Probe, d.h. zur Erzeugung einer gegeniiber den Analyten ausserhalb 
der Messbereiche „chemisch neutralen" Oberflache, wird die Oberflache nach einem 
Standardverfahren (M. Schena. , J)NA Microarrays - A Practical Approach", Oxford 
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University Press, New York, (1999) 131) mit Natriumborhydrat reduziert. Dieses Passivie- 
rungs- bzw. Deaktivierungsverfahren ist auch anwendbar fur Gaftvermittlungsschichten mit 
funktionalisierten Silanen, z. B. Reaktiven Aldehyd- oder Epoxygruppen. Die Oberflache 
kann zusatzlich durch Aufgabe einer weiteren Passivierungsschicht, zur Minimierung un- 
spezifischer Bindung, weiter passiviert werden, wie in der ausfuhrlichen Beschreibung der 
Erfindung erlauteit 

Auf die so vorbereitete Sensorplattform wird die beschriebene Polycarbonatplatte so aufge- 
bracht, dass die einzelnen Probenbehaltnisse gegeneinander fluidisch dicht verschliessend 
abgeschlossen sind und das erzeugte cDNA-Array mit dem zugehorigen Einkoppelgittern 
(c) sich innerhalb eines der 6 Probenbehaltnisse befindet 

IB: Hvbridisierung mit Cv5-markierter cDNA 

Fur die Untersuchung der Genexpression wird die vollstandige Poly A + -RNA aus Gewebe 
isoliert (d.h. eine Vielzahl unterschiedlicher RNA-Strange unbekannter Sequenz und Kon- 
zentration), und mittels Reverser Transkriptase und oligo dT Primern mit Cy5-dUTP wird 
Cy5-markierte cDNA (d.h. eine entsprechende Vielzahl unterschiedlicher cDNA-Strange 
unbekannter Sequenz und Konzentration), hergestellt. 

Die Cy5-markierte cDNA ist in 30 |Ltl einer Losung mit einem Natriumcitratpuffer gelost 
Die Puffer-Stammlosung (,,20 x SSC" (standard sodium citrate)) ist eine Losung von 3 M 
NaCl / 600 mM Natriumacetat bei pH 7.5, woraus die iibrigen Pufferlosungen durch ent- 
sprechende Verdiinnung hergestellt werden („1 x SSC" entsprechend 150 mM NaCl / 15 
mM Natrimcitrat, pH 7.5). Die hergestellte cDNA in Hybridisierungspuffer („4 x SSC", 50 
% Formamid, 1% Tween20™) wird in ein Probenbehaltnis mit einem Array aus diskreten 
Messbereichen mit immobilisierten cDNA's auf einer Sensorplattform, entsprechend Bei- 
spiel 1 A, gefiillt, urn fur einen Zeitraum von 16 Stunden die Hybridisierung von cDNA's als 
Analyten in dieser Probe mit komplementaren Sequenzen von in den Messbereichen immo- 
bilisierten cDNA's („capture probes") zu ermoglichen. Um eine moglichst hohe Spezifizitat 
bei der Hybridisierung zu erreichen, d.h. Hybridisierung zwischen nicht vollstandig komple- 
mentaren Strangen oder sogar vollstandig unspezifische Hybridisierung weitestmoglich zu 
verhindern, wird der Hybridisierung unter „stringenten Bedingungen" (beispielsweise 
erhohter Temperatur nur wenig unterhalb Schmelzpunktes der jeweiligen DNA, hier bei 
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42°C) durchgefuhrt. Anschliessend wird zur Steigerung der Selektivitat zusatzlich 
„stringent gewaschen": zunSchst 7 Minuten lang in „1 x SSC" /0. 1% SDS, bei 65 °C, dann 
7 Minuten lang in „0.1 x SSC" /0.1% SDS („sodium dodecyl sulfate") bei 65 °C und 
anschliessend zweimal jeweils 7 Minuten lang in „0.1 x SSC" bei 65 °C. Unter zunehmend 
„stringenten Waschbedingungen" ist dabei zu verstehen, dass die Dissoziation von 
Hybriden aus nicht vollstandig komplementaren cDNA-Sequenzen mit abnehmender 
Konzentration positiver Ionen des Puffers und mit abnehmender Detergentien- 
Konzentration gefordert und somit die Selektivitat des Verfahrens weiter erhoht wird. 

Nach Abschluss des Hybridisierungsschritts und der beschriebenen nachfolgenden Wasch- 
schritte wird die Sensorplattform mit der damit zusammengefugten Polycarbonatplatte in 
einen „Metatrager", wie vorangehend beschrieben (Beispiel 1 A) eingefiigt und dann zur 
Bestimmung der Lumineszenzintensitaten aus den Messbereichen, inbesondere infolge dort 
gebundener Cy5-markierter cDNA's als Analyten, sowie zur ortsaufgelosten Bestimmung 
der verfugbaren Anregungslichtintensitat in ein erfindungsgemasses analytisches System 
(Beispiel 1C) eingesetzt und vermessen. Das Probenbehaltnis ist wahend der Messung mit 
Hybridisierungspuffer („4 x SSC", 50 % Formamid, 1% Tween20™) geffillt. 

1C: Analytisches System und Messverfahren zum Nachweis eines oder mehrerer 
Analvten 

Der Anregungslicht-Strahlengang des fur dieses Beispiel benutzen optischen Systems, als 
Bestandteil eines erfindungsgemassen analytischen Systems, ermoglicht die sequentielle, 
oder bei geeignet genauer Vorjustierung des optischen Systems und geeigneten physikali- 
schen Parametern (insbesondere Koppelwinkeln fur die jeweiligen Anregungswellenlangen) 
der benutzten Sensorplattform, sogar gleichzeitige Einstrahlung und Einkopplung von An- 
regungslicht verschiedener Wellenlangen in die wellenleitende Schicht (a) einer erfindungs- 
gemasse Sensorplattform iiber deren Einkoppelgitter. Das Anregungslicht wird, unter Ver- 
wendung eines Linsensystems mit einer Zylinderlinse oder eines geeigneten diffraktiven 
optischen Elements sowie einer oder mehrerer zusatzlicher Blenden, zu einem Strahlbiindel 
spaltformigen Querschnitts (senkrecht zur optischen Achse) aufgeweitet, dessen Ausdeh- 
nung im Einstrahlungsquerschnitt auf der Sensorplattform, parallel zu deren Gitterlinien, 



40 



W ° 02/46756 PCT/EP01/12787 

nahezu vollstandig dem innerhalb eines Probenbehaltnisses befindlichen Abschnitt des 
Einkoppelgitters entspricht. 

Wesentlicher Bestandteil des Anregungslicht-Strahlenganges ist ein Multifacettenprisma, 
als Beispiel fur eine optische Komponente mit mehreren diskreten Facetten zur Strahl- 
umlenkung. 

Fiir die Schicht- und Gitterparameter der in Beispiel 1A beschriebenen Sensorplattfonn be- 
tragt der Einkoppelwinkel fur Anregungslicht von 492 nm etwa + 18.2° und von 635 nm 
etwa -10° (mit Luft als Medium fiber dem Koppelgitter). Das Multifacettenprisma ist so ge- 
staltet, dass bei geeigneter Ausrichtung der bei 492 nm bzw. 635 nm emittierenden User als 
AnregungsUchtquellen auf unterschiedliche Eintrittsfacetten dieses Prismas das aus der 
Austrittsfacette austretende Licht die Einkoppelbedingung fur beide Wellenlangen erfullt 
und kein messbarer Strablversatz zwischen den Anregungslichtstrablen der beiden unter- 
schiedlichen Wellenlangen auf dem Einkoppelgitter (c) der Sensorplattfonn auftritt. Dieses 
ermoglicht eine Einkopplung bei den unterschiedlichen Wellenlangen ohne Veranderung 
der Positionierung der Sensorplattform. 



Von der Sensorplattform abgestrahltes Licht aus dem Bereich der Messflache innerhalb 
eines Probenbehaltnisses auf der Sensorplattform (Gesichtsfeld ca. 6 mm x 8 mm) wird 
einem Tandem-Objektiv gesammelt und auf eine CCD-Kamera mit einem CCD-Chip 
(aktive Flache ca. 5 mm x 7 mm mit 512 x 766 Pixeln, Pixelgrosse 9 um) fokussiert. Je 
nach Einstellung des Abiildungssystems ermoglicht dieses eine Ortsauflosung von ca. 1( 
um bis 20 um. 



Zwischen den beiden Halften des Tandem-Objektivs, in einem im wesentlichen parallelen 
Teil (d.h. weniger als 10° divergenten oder konvergenten) Teil des Emissionsstrahlenganges 
konnen unterschiedliche Interferenzfilter, zur Erfassung des von der Sensorplattform aus- 
gehenden Lichts bei unterschiedlichen Wellenlangen, positioniert werden. 

Die Anregung der auf der Sensorplattform aufgebrachten ..Referenzierungslabel" 
(FluorX™, Fluoreszenzmaximum bei 520 nm) erfolgt bei 492 nm, die Bestimmun von 
deren Fluoreszenz unter Verwendung eines Ihterferenzfilters mit maximaler Transmission 
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im Bereich zwischen 500 und 550 nm. Die ^achweislabel" (Cy5, Huoreszenzmaximum 
bei 667 nm) werden mithilfe einer Laserdiode bei 635 nm angeregt; fiir die entsprechende 
Fluoreszenzbestimmung wird ein Interferenzfilter mit maximaler Transmission von 650 bis 
700 nm verwendet. 

Die Fluoreszenzmessungen bei den beiden unterschiedlichen Wellenlangen werden in 
diesem Beispiel sequentiell durchgefiihrt, wobei zu Beginn jeder Wellenlonge die Anord- 
nung jeweils auf maximale Einkopplung bei der entsprechenden Wellenlange justiert wird. 
Wie oben beschrieben, ist bei einer entsprechend genauen Vorjustierung des Systems je- 
doch auch die gleichzeitige Anregung beider Fluoreszenzen bei unterschiedlichen Anre- 
gungswellenlangen moglich, so dass dass zur Bestimmung der unterschiedlichen Fluores- 
zenzen lediglich ein Wechsel der Filter im Emissionsstrahlengang erforderlich ist. Dabei 
wird jeweils in einer Aufhahme der CCD-Kamera das Emissionslicht von alien innerhalb 
eines Probenbehaltnisses gelegenen Messbereichen erfasst. 

ID: Bearbeitung und Referenzierung der Messdaten 

(i) Bestimmung der Signalintensitaten am den Messbereichen (Spots) 

Die mittlere Signalintensitat aus den Messbereichen (Spots) zur Bindung und zum Nach- 

weis von Analytmolekulen anhand einer potentiell erzeugten Fluoreszenz von „Nachweis- 

label" (in diesem Beispiel Cy5), wird mithilfe einer Bildanalyse-Software bestimmt. 

Die Rohdaten von den einzelnen Pixeln der Kamera stellen eine zweidimensionale Matrix 
digitalisierter Messwerte dar, mit der gemessenen Intensitat als Messwert eines einzelnen 
Pixels entsprechend der auf ihn abgebildeten Flache auf der Sensorplattform. Fiir die Aus- 
wertung der Daten wird zunachst manuell ein zweidimensionales (Koordinaten-) Netz iiber 
die Bildpunkte (Pixelwerte) gelegt derart, dass jeder Spot in ein individuelles zweidimen- 
sionales Netzelement fallt. Darin wird jedem Spot ein geometrisch moglichst gut anzupas- 
sender ,,Auswertebereich" (area of interest, AOI) zugeordnet. Diese AOIs konnen eine be- 
liebige geometrische Form haben, beispielsweise kreisformig sein. Durch die Bildanalyses- 
oftware wird der Ort der einzelnen AOIs individuell als Funktion der Signalintensitat der 
einzelnen Pixel angepasst und optimiert. Dabei kann, abhangig von der Vorgabe des Benut- 
zers, der zu Beginn eingestellte Radius der AOIs erhalten bleiben oder der Form und Grosse 
der fluoreszierenden Spots neu angepasst werden. Als mittlere Bruttosignalintensitat eines 
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jeden Spots wird beispielsweise das arithmetische Mittel der Pixelwerte (Signalintensitaten) 
innerhalb eines gewShlten AOIs bestimmt. 



Die Hintergrundsignale werden bestimmt aus den gemessenen Signalintensitaten zwischen 
den Spots. Dazu kann beispielsweise eine Schar weiterer Kreise, welche konzentrisch sind 
mit einem betreffenden kreisfdrmigen Spot, aber grosseren Radius besitzen, bestimmt wer- 
den. Selbstverstandlich mussen die Radien dieser konzentrischen Kreise kleiner als die Ab- 
stande zwischen benachbarteb Spots gewahlt werden. Fiir die Hintergrundbestimmung kann 
dann beispielsweise der Bereich zwischen dem AOI und dem ersten konzentrischen Kreis 
verworfen und der Bereich zwischen diesem ersten konzentrischen und einem zweiten nach- 
folgenden konzentrischen Kreis grosseren Radius als Bereich (AOI) zur Hintergrundssignal- 
bestimmung festgelegt werden. Es ist auch moglich, AOIs zwischen benachbarten Spots, 
vorzugsweise in der Mitte zwischen ihnen, als AOIs zur Hintergrundsignalbestimmung zu 
definieren. Daraus kann dann in analoger Weise wie oben die mitdere Hintergrundsignal- 
intensitat beispielsweise als das arithmetische Mittel der Pixelwerte (Signalintensitaten) 
innerhalb eines hierfiir gewahlten AOIs bestimmt werden. Die mitdere Nettosignalintensitat 
kann als Differenz zwischen der lokalen mittleren Brutto- und der lokalen mitderen Hinter- 
grundsignalintensitat bestimmt werden. 



(ii) Bestimmung der Fluoreszenzintensitaten aus ausgewiesenen Bereichenfttr die 
ortsaufgeldste Referenzierung der AnregungslichtintensMt mUhilfe von 
„Referenzierungslabeln " 

Fiir die Bestimmung und Normalisierung der Lichtintensitaten wird die mitdere Brutto- 
signalintensitat eines jeden Spots bei der zweiten Wellenlange bestimmt. Dazu werden in 
ahnlicher Weise wie oben AOIs festgelegt. Die AOIs zur Referenzierung eines bestimmten 
Messbereichs konnen beispielsweise aus den Bereichen zwischen diesem Spot und den 
nachsten benachbarten Spots gewahlt werden oder auch identisch mit dem AOI des betref- 
fenden Spots fur den Analytnachweis sein. Im letzteren Fall sollten die Absoiptions- und 
Emissionsspektren der „Referenzierungs-" und der ..Nachweislabel" nicht oder nur m6g- 
lichst wenig iiberlappen, urn eine Verfalschung der Fluoreszenzmessungen aus den Berei- 
chen der Spots, beispielsweise durch Energietransfer zwischen den Fluorophoren unter- 
schiedlicher Anregungs- und Emissionswellenlangen, zu nunimieren. 
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Als mittlere Brattosignalintensitat eines jeden festgelegten AOIs zur Referenzierung wird 
beispielsweise wiederum das arithmetische Mittel der Pixelwerte (Signalintensitaten) inner- 
halb dieses AOIs bestimmt. 

(Hi) Referenzierung der gemessenen Signalintensitaten bei der Wellenlange des 
„Nackweislabeh" 

Als lokaler Korrekturfaktor zur ortsaufgelosten Referenzierung der verfugbaren Anregungs- 
lichtintensitat wird der Quotient aus der lokalen durchschnittlichen Litensitat eines AOIs fur 
die Referenzierung und beispielsweise dem arithmetischen Mittel aller derartiger AOIs des 
untersuchten Arrays gebildet Mit diesem lokalen Korrekturfaktor wird dann die wie oben 
berechnete mittlere Nettosignalintensitat des AOIs des zugehorigen Messbereichs (Spots) 
multipliziert Auf diese Weise werden die berechneten NettosignalintensitSten fur die AOIs 
aller Spots des Arrays korrigiert. 



Beispiel 2: 

2A: Sensorplattform 

Es wird eine gleichartige Sensorplattform wie in Beispiel 1 A beschrieben verwendet. 

Zur Vorbereitung auf die Immobilisierung der biochemischen oder biologischen oder syn- 
thetischen Erkennungselemente wird die Sensorplattformen zuerst mit Isopropanaol, dann 
mit konzentierter H2SO4, 2.5% Ammoniumperoxodisulfat im UltraschallgerSt ge-reinigt 
und anschliessend mit 0.5 mM Dodecylmonophosphat (Ammoniumsalz) 2 Stunden lang 
bei Raumtemperatur inkubiert, wobei die Losung standig geriihrt wird. Dabei bildet sich 
mittels „Self- Assembly" eine homogene, hydrophobe Oberflache (Schritt 1). 

Erzeugung diskreter Messbereiche (Schritt 2): 8 verschiedene (primare) Antikorper (gegen 
die Interleukine IL#1 bis IL#8) werden in einer Konzentration von 50-150 (ig/ml in 
phosphatgepufferter Salzlosung (pH 7.4), die zusatzlich geeignete Additive zum Erhalt der 
Funktionalitat der immobilisierten Proteine enthalt, mittels eines Inkjet-Spotters aufgetragen 
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und getrocknet. Der Durchmesser der Spots, mit einem Abstand (Zentrum-zu-Zentrum) von 
0.35 mm, betragt im Mittel 0. 15 mm. Acht verschiedene Antikorper zur Erkennung von 
Zytokinen, im speziellen von unterschiedlichen Interleukinen, werden in jeweils 20 Reihen 
eines Einzelarrays mit insgesamt 160 Spots verwendet Um aus jeder Einzelmessung pro 
zuzufuhrender Probe zugleich bereits Daten zur statistischen Assayreproduzierbarkeit zu 
erhalten, werden pro Array jeweils 20 Messbereiche mit gleichen Interleukin-Antikorpem 
als biologische Erkennungselemente erzeugt. 

Es werden 6 derartige Arrays gleicher Geometrie auf der Sensorplattform im Raster von 9 
mm (in einer Spalte angeordnet) erzeugt. 

Im nachsten Schritt (Schitt 3) wird zur spateren Ermoglichung der ortsaufgelosten Bestim- 
mung der Anregungslichtintensitat und gleichzeitig zur weitestgehenden Unterbindung von 
unspeziflschen Wechselwirkungen mit den nachzuweisenden Analyten oder anderer Be- 
standteile einer aufzubringenden Probe, d.h. zur Erzeugung einer gegeniiber den Analyten 
ausserhalb der Messbereiche „chemisch neutralen" Oberflache, die Oberflache des 
bespotteten Chips mit 3% BSA in PBS-Puffer pH 7.4, welches zusatzlich mit Cy7 
(Amersham Pharmacia) markiertes BSA enthalt, eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 
Dadurch bildet sich in den unbesetzten Bereichen der Sensorplattform, in denen im 
vorangegangenen Schritt 2 keine spezifischen Erkennunsgelemente immobilisiert wurden, 
eine fluoreszenzfahige Passivierungsschicht aus. 

Auf die so vorbereitete Sensorplattform wird die beschriebene Polycarbonatplatte so 
aufgebracht, dass die einzelnen Probenbehaltnisse gegeneinander fluidisch dicht 
abgeschlossen sind und die erzeugten Protein-Micro-Airays mit dem zugehorigen 
Einkoppelgittern (c) sich jeweils innerhalb eines der 6 Probenbehaltnisse befinden. 

2B; Assavdurchfuhrung 

Zur spezifischen Erkennung der nachzuweisenden Zytokine wird das Format eines 
Sandwich-Assays gewahlt. Fur die gewahlten Zytokine (Interleukine IL#1 bis H#8) werden 
6 Kalibrationslosungen, welche jedes der 8 Interleukine in gleicher Konzentration in PBS- 
Puffer pH 7.4 mit einem Zusatz von 0. 1 % Serumalbumin und 0.05% Tween20 enthalten 
(Interleukinmengen 0, 50, 125, 250, 500,1000 pg/ml), hergestellt. Dann werden die indi- 
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viduellen Konzentrationslosungen mit einem Gemisch, bestehend aus den entsprechenden 
(8 verschiedenen) spezifischen biotinylierten sekundSren anti-Interleukin-Antikorpern (je- 
weils 1-2-nanomolar) sowie Cy5-markiertem Streptavidin (5-15 nM) eine Stunde lang bei 
37°C vorinkubiert. Dann werden je 50 fil der 6 individuellen Kalibrationslosungen in je- 
weils eine der 6 Flusszellen auf der Sensorplattform gefullt und fur weitere 2 Stunden bei 
37°C mit dem jeweiligen Array auf der Sensorplattform inkubiert, so dass die im Vor- 
inkubationsschritt gebildeten Komplexe aus den jeweiligen Interleukinen, spezifischen 
sekund&ren, biotinylierten anti-Interleukin-Antikbrpern und Cy-5 markiertem Streptavidin 
an die in den diskreten Messbereichen (Spots) immobilisierten primaren anti-Interleukin- 
Antikorper binden kdnnen. 

Nach Abschluss des Bindungsschrittes werden die Flusszellen mit Puffer (phosphatgepuf- 
ferte Salzlosung mit einem Zusatz von 0.1% Serumalbumin und 0.05% Tween20) ge- 
waschen. 

Danach wird die Sensorplattform mit der damit zusammengefugten Polycarbonatplatte in 
einen „Metatr&ger", wie vorangehend beschrieben (Beispiel 1 A) eingefugt und, nach einer 
weiteren 15-miniitigen Inkubationszeit (zur Equilibrierung bei Raumtemperatur) in Puffer, 
in ein erfindungsgemasses analytisches System (siehe Beispiel 1C bzw. 2C) eingesetzt und 
vermessen. 

2C: Analytisches System und Messverfahren zum Nachweis eines oder mehrerer 
Analyten sowie zur ortsaugelosten Referenzierung der Anregungslichtintensitat 

Es wird ein analytisches System verwendet, wie es in Beispiel 1C beschrieben wurde. 

Fur die Schicht- und Gitterparameter der in Beispiel 2A beschriebenen Sensorplattform 
betragt der Einkoppelwinkel fur AnregungsUcht von 635 nm etwa -10° (mit Luft als 
Medium xiber dem Koppelgitter). 

Sowohl die Anregung der auf der Sensorplattform aufgebrachten ^Referenzierungslabel" 
(Cy7), als auch der Nachweislabel" (Cy5, Fluoreszenzmaximum bei 667 nm) erfolgt bei 
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635 urn, die Bestimmung von deren Fluoreszenz unter Verwendung von mterferenzfdtensn 
mit maximaler Transmission im Bereich von 670 nm („Nachweislabel") beziehungsweise 
780 nm (, Jteferenzierungslabel"). 

Zu Beginn der Messung wird die Anordnung auf maximale Einkopplung bei der fur , JSTach- 
weislabel" und ..Referenzierungslabel" gemeinsamen AnregungswellenlSnge von 635 nm 
justiert. Dann werden sequentiell die Fluoreszenzmessungen bei den beiden unterschiedli- 
chen EmissionsellenlSngen durchgefuhrt, wobei zwischen den Messungen bei den unter- 
schiedlichen Emissionswellenlangen lediglich ein Wechsel der genannten Filter im Emis- 
sionsstrahlengang erforderlich ist. Dabei wird jeweils in einer Aufhahme der CCD-Kamera 
das Emissionslicht von alien innerhalb eines Probenbehaltnisses gelegenen Messbereichen 
erfasst. Aus den Aufhabmen der 6 Arrays in den 6 diskreten Probenbehaltnissen, denen 
unterschiedliche Kalibrationslosungen zugefuhrt wurden, kbnnen dann (auf die lokale 
Anregungsintensitat referenzierte) Kalibrationskurven zum Nachweis aller 8 Ihterleukine 
erstellt werden (siehe unten). 



2D: Bearbeitung and Referenzierung der Messdgten 

(i) Bestimmung der Signalintensitaten aus den Messbereichen (Spots)mit Hife von 
„Nachweislabeln " 

Die mitdere Signalintensitat aus den Messbereichen (Spots) zur Bindung und zum Nach- 
weis von Analytmolekiilen anhand einer potentiell erzeugten Fluoreszenz von JSTachweis- 
labeln" (in diesem Beispiel Cy5, mit Huoreszenzmaximum nahe 670 nm), wird mithilfe 
einer Bildanalyse-Software bestimmt. 



Die Rohdaten von den einzelnen Pixeln der Kamera steUen eine zweidimensionale Matrix 
digitalisierter Messwerte dar, mit der gemessenen Intensitat als Messwert eines einzelnen 
Pixels entsprecbend der auf ihn abgebUdeten Flache auf der Sensorplattform. Fiir die Aus- 
wertung der Daten wird zunachst manuell ein zweidimensionales (Koordinaten-) Netz fiber 
die Bildpunkte (Pixelwerte) gelegt derart, dass jeder Spot in ein individuelles zweidimen- 
sionales Netzelement fallt. Darin wird jedem Spot ein geometrisch moglichst gut anzupas- 
sender .Auswertebereich" (area of interest, AOI) zugeordnet. Diese AOIs konnen eine be- 
liebige geometrische Form haben, beispielsweise kreisformig sein. Durch die Bildanalyse- 
software wird der Ort der einzelnen AOIs individueU als Funktion der SignaUntensitat der 
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einzelnen Pixel angepasst und optimiert. Dabei kann, abhangig von der Vorgabe des Be- 
nutzers, der zu Beginn eingestellte Radius der AOIs erhalten bleiben oder der Form und 
Grosse der fluoreszierenden Spots neu angepasst werden. Als mittlere Bruttosignalintensitat 
eines jeden Spots wird beispielsweise das arithmetische Mittel der Pixelwerte (Signal- 
intensitaten) innerhalb eines gewahlten AOIs bestimmt. 

Die Hintergrundsignale werden bestimmt aus den gemessenen Signalintensitaten bei der 
Wellenlange der Emission des „Nachweislabels" (670 nm) zwischen den Spots. Voraus- 
setzung fur eine korrekte Bestimmung des Hintergrundsignals ist dabei, dass in den dazu 
ausgewShlten Bereichen auf der Sensorplattform (welche bedeckt sind mit der fluoreszenten 
, ^assivierungsschicht") kein Beitrag zu einer Fluoneszenz bei der Emissionswellenlange des 
„Nachweislabels" erfolgt. Fur die geometrische Festlegung der Bereiche zur Bestimmung 
der Hintergrundsignale kann beispielsweise eine Schar weiterer Kreise, welche konzentrisch 
sind mit einem betreffenden kreisformigen Spot, aber grosseren Radius besitzen, bestimmt 
werden. Selbstverstandlich miissen die Radien dieser konzentrischen Kreise kleiner als die 
Abstande zwischen benachbarteb Spots gewShlt werden. Fur die Hintergrundbestimmung 
kann dann beispielsweise der Bereich zwischen dem AOI und dem ersten konzentrischen 
Kreis verworfen und der Bereich zwischen diesem ersten konzentrischen und einem zweiten 
nachfolgenden konzentrischen Kreis grosseren Radius als Bereich (AOI) zur Hintergrund- 
signalbestimmung festgelegt werden. Es ist auch moglich, AOIs zwischen benachbarten 
Spots, vorzugsweise in der Mitte zwischen ihnen, als AOIs zur Hintergrundsignalbestim- 
mung zu definieren. Daraus kann dann in analoger Weise wie oben die mittlere Hinter- 
grundsignalintensitat beispielsweise als das arithmetische Mittel der Pixelwerte (Signal- 
intensitaten) innerhalb eines hierfiir gewMhlten AOIs bestimmt werden. Die mittlere Netto- 
signalintensitat kann als Differenz zwischen der lokalen mittleren Brutto- und der lokalen 
mittleren Hintergrundsignalintensitat bestimmt werden. 

(ii) Bestimmung der Fluoreszenzintensitaten aus ausgewiesenen Bereichen filr die 
ortsaufgeldste Referenzierung der Anregungslichtintensitdt mithilfe von 
„Referenzierungslabeln " 

Fur die Ermittlung und Normalisierung der Anregungslichtintensitaten wird die mittlere 
Bruttosignalintensitat zwischen einzelnen Spots analog zur zuvor beschriebenen Bestim- 
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mung des Hintergrundsignals, aber nun bei der zweiten Emissionswellenlange von 780 nm 
bestimmt. Als mittlere Bruttosignalintensitat eines jeden festgelegten AOIs zur Referen- 
zierung wird beispielsweise wiederum das arithmetische Mittel der Pixelwerte (Signal- 
intensitaten) innerhalb dieses AOIs bestimmt. 



(iii) Referenzierung der gemessenen Signalintensitaten bei der Wellenlange des 
„Nachweislabels" 

Als lokaler Korrekturfaktor zur ortsaufgelosten Referenzierung der verfugbaren Anregungs- 
Uchtintensitat wird der Quotient aus der lokalen durchschnittlichen Intensitat eines AOIs fur 
die Referenzierung und beispielsweise dem arithmetischen Mittel aller derartiger AOIs des 
untersuchten Arrays gebildet Mit diesem lokalen Korrekturfaktor wird dann die wie oben 
berechnete mittlere Nettosignalintensitat des AOIs des zugehorigen Messbereichs (Spots) 
multipliziert. Auf diese Weise werden die berechneten Nettosignalintensitaten fur die AOIs 
aller Spots des Arrays konigiert. 
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Patentanspruche 

1 . Kit zum gleichzeitigen qualitativen und / oder quantitativen Nachweis einer Vielzahl 
von Analyten, umfassend 

- eine Sensorplattform 

- mindestens ein Array von in diskreten Messbereichen (d) direkt, oder iiber eine 
Haftvermittiungsschicht, auf der Sensorplattform immobilisierten biologischen 
oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen zur spezifischen 
Erkennung und / oder Bindung besagter Analyten und / oder spezifischen 
Wechselwirkung mit besagten Analyten, 

- eine Passivierungsschicht aus gegeniiber den Analyten "chemisch neutralen" 
Verbindungen oder einer passivierten Haftvermittlungsschicht mit einer 
gegeniiber den Analyten „chemisch neutralen" Oberflache zwischen den 
Messbereichen, 

wobei mit der Passivierungsschicht oder der passivierten Haftvermittlungsschicht in 
einer moglichst homogenen Verteilung iiber die Sensorplattform lumineszenzmarkierte 
Molekille assoziiert sind, welche der ortsaufgeldsten Referenzierung der in den 
Messbereichen oder in deren Umgebung verfugbaren Anregungslichtintensitat dienen. 

2. Kit zum gleichzeitigen qualitativen und / oder quantitativen Nachweis einer Vielzahl 
von Analyten, umfassend 

- eine Sensorplattform 

- eine auf der Sensorplattform aufgebrachte diinne Schicht (g) 

- mindestens ein Array von in diskreten Messbereichen (d) direkt, oder iiber eine 
Haftvermittlungsschicht, auf der Schicht (g) immobilisierten biologischen oder 
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen zur spezifischen 
Erkennung und / oder Bindung besagter Analyten und / oder spezifischen 
Wechselwirkung mit besagten Analyten, 

- eine Passivierungsschicht aus gegeniiber den Analyten "chemisch neutralen" 
Verbindungen oder einer passivierten Haftvermittlungsschicht mit einer 
gegeniiber den Analyten „chemisch neutralen" Oberflache zwischen den 
Messbereichen, 
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wobei mit auf der Sensorplattform aufgebrachten Schicht (g) in einer moglichst homogenen 
Verteilung iiber die Sensoiplattform lumineszenzmarkierte Molekiile assoziiert sind, welche 
der ortsaufgelosten Referenzierung der in den Messbereichen oder in deren Umgebung 
verfugbaren Anregungslichtintensitat dienen. 

3. Kit nach einem der Anspriiche 1-2, dadurch gekennzeichnet, dass die gegenxiber den 
Analyten "chemisch neutralen" Verbindungen ausgewahlt sind aus den Gruppen, die 
von Albuminen, insbesondere Rinderserumalbumin oder Humanserumalbumin, Casein, 
unspezifischen, polyklonalen oder monoklonalen, artfremden oder empirisch fur den 
oder die nachzweisenden Analyten unspezifischen Antikorpern (insbesondere fur 
Immunoassays), Detergentien - wie beispielsweise Tween 20 -, nicht mit zu analy- 
sierenden Polynukleotiden hybridisierender, fragmentierter natiirlicher oder syntheti- 
scher DNA, wie beispielsweise ein Extrakt von Herings- oder Lachssperma (insbeson- 
dere fur Polynukleotid-Hybridisierungsassays), oder auch ungeladenen, aber hydrophi- 
len Polymeren, wie beispielsweise Polyethylenglycole oder Dextrane, gebildet werden. 

4. Kit nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekennzeichnet, dass die besagten 
immobilisierten biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungs- 
elemente ausgewahlt sind aus der Gruppe, die von Nukleinsauren (beispielsweise DNA, 
RNA, Oligonukleotiden) und Nukleinsaureanalogen (z. B. PNA), mono- oder 
polyklonalen Antikorpern, Peptiden, Enzymen, Aptameren, synthetischen Peptid- 
strukturen, loslichen, membrangebundenen und aus einer Membran isolierten Proteinen, 
wie beispielsweise Rezeptoren, deren Liganden, Antigenen fur Antikorper, "Histidin- 
Tag-Komponenten" und deren Komplexbildungspartnern, durch chemische Synthese 
erzeugten Kavitaten zur Aufhahme molekularer Imprints, etc. gebildet wird. 

5. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Analytnachweis 
auf der Bestimmung der Anderung einer oder mehrerer Lumineszenzen beruht. 

6. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 5, dadurch gekennzeichnet, dass das Anregungslicht 
in einer Auflichtanordnung eingestrahlt wird. 

7. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 6, dadurch gekennzeichnet, dass das mit den Messbe- 
reichen in Kontakt stehende Material der Sensorplattform innerhalb einer Tiefe von 



51 



WO 02/46756 



PCT/EP01/12787 



mindestens 200 nm von den Messbereichen bei mindestens einer Anregungswellenlange 
transparent oder absorbierend ist 

8. Kit nach einem der Anspriiche 1-7, dadurch gekennzeichnet, dass das Anregungslicht 
in einer Transmissionslichtanordnung eingestrahlt wird. 

9. Kit nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass das Material der Sensorplattform 
bei mindestens einer Anregungswellenlange transparent ist. 

10. Kit nach einem der Anspriiche 1-9, dadurch gekennzeichnet, dass die Sensorplattform 
als eln optischer Wellenleiter ausgebildet ist, welcher vorzugsweise im wesentlichen . 
planar ist. 

11. Kit nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Sensorplattform ein optisch 
transparentes Material aus der Gruppe umfasst, die von Silikaten, z. B. Glas oder Quarz, 
transparenten thennoplastischen oder spritzbaren Kunststoff, beispielsweise Poly- 
carbonat, Polyimid, Acrylaten, insbesondere Polymethylmethacrylat, oder Polystyrolen 
gebildet wird. 

12. Kit nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Sensorplattform einen opti- 
schen DiinnschichtweUenleiter mit einer bei mindestens einer Anregungswellenlange 
transparenten Schicht (a) auf einer bei mindestens dieser Anregungswellenlange eben- 
falls transparenten Schicht (b) mit niedrigerem Brechungsindex als Schicht (a) umfasst. 

13. Kit nach einem der Anspriiche 10 - 12, dadurch gekennzeichnet, dass das Anregungs- 
licht von einer oder mehrerer Lichtquellen eingekoppelt wird in den optischen 
Wellenleiter mittels eines Verfahrens, welches ausgewahlt ist aus der Gruppe, die von 
Stirnflachenkopplung, Einkopplung iiber angebrachte optische Fasern als Lichtleiter, 
Prismenkopplung, Gitterkopplung oder evaneszenter Kopplung durch Uberlappung des 
evaneszenten Feldes besagten optischen Wellenleiters mit dem evaneszenten Feld eines 
weiteren, damit in Nahfeldkontakt gebrachten Wellenleiters gebildet wird. 

14. Kit nach einem der Anspriiche 10 - 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Einkopplung 
des Anregungslichts von einer oder mehreren Lichtquellen in den optischen Wellenleiter 
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mittels eines damit in Kontakt stehenden optischen Koppelelements erfolgt, welches 
ausgewahlt ist aus der Gruppe von optischen Fasern als Lichtleiter, Prismen, 
gegebenenfalls fiber eine brechungsindexanpassende Flussigkeit, und Gitterkopplern. 

15. Kit nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass das Anregungslicht von einer oder 
mehreren Lichtquellen in die Schicht (a) mittels einer oder mehrerer in der Schicht (a) 
modulierten Gitterstrukturen (c) eingekoppelt wird. 

16. Kit nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die Sensorplattform gleichformige, 
unmodulierte Bereiche der Schicht (a) umfasst, welche vorzugsweise in Ausbreitungs- 
richtung des iiber eine Gitterstruktur (c) eingekoppelten und in der Schicht (a) gefiihrten 
Anregungslichts angeordnet sind. 

17. Kit nach einem der Anspriiche 15 - 16, dadurch gekennzeichnet, dass Gitterstrukturen 
(c) der Einkopplung von Anregungslicht zu den Messbereichen (d) und / oder der 
Auskopplung von in die Schicht (a) riickgekoppeltem Lumineszenzlicht dienen. 

18. Kit nach einem der Anspriiche 15-17, dadurch gekennzeichnet, das die Sensoiplatt- 
fonn eine Vielzahl von Gitterstrukturen (c) gleicher oder unterschiedlicher Periode mit 
gegebenenfalls daran anschliessenden gleichformigen, unmodulierten Bereichen der 
Schicht (a) auf einem gemeinsamen, durchgehenden Substrat umfasst. 

19. Kit nach einem der Anspriiche 15 - 18, dadurch gekennzeichnet, dass jedem in Ausbrei- 
tungsrichtung des eingekoppelten Anregungslichts nachfolgenden Array von Messberei- 
chen eine fur dieses Array spezifische Gitterstruktur (c) zur Auskopplung dieses Anre- 
gungslichts zugeordnet ist, wobei senkrecht zur Ausbreitungsrichtung des eingekoppel- 
ten Anregungslichts die Gitterstrukturen spezifisch fur einzelne Arrays ausgebildet sein 
konnen oder sich auch iiber die ganze Sensorplattform in dieser Richtung erstrecken 
konnen. 

20. Kit nach einem der Anspriiche 15-19, dadurch gekennzeichnet, dass die Sensorplatt- 
form eine Uberlagerung von 2 oder mehreren Gitterstrukturen unterschiedlicher Perio- 
dizitat mit zueinander paralleler oder nicht paralleler, vorzugsweise nicht paralleler 
Ausrichtung der Gitterlinien umfasst, welche der Einkopplung von Anregungslicht 
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unterschiedlicher Wellenlange dient, wobei im Falle von 2 uberlagerten Gitterstrukturen 
deren Gitterlinien vorzugsweise senkrecht zueinander ausgerichtet sind. 



21. Kit nach einem der Anspriiche 15-20, dadurch gekennzeichnet, dass eine Gitterstruktur 
(c) oder eine Uberlagerung mehrerer Gitterstrukturen in der Schicht (a) im wesentlichen 
tiber die gesamte HSche der Sensorplattform moduliert ist. 

22. Kit nach einem der Anspriiche 1-21, dadurch gekennzeichnet, dass auf der Sensorplatt- 
form optisch oder mechanisch erkennbare Markierungen zur Erleichterung der Justie- 
rung in einem optischen System und / oder zur Verbindung mit Probenbehaltnissen ais 
Teil eines analytischen Systems aufgebracht sind. 

23. Kit nach einem der Anspriiche 12-22, dadurch gekennzeichnet, dass sich zwischen den 
optisch transparenten Schichten (a) und (b) und in Kontakt mit Schicht (a) eine weitere 
optisch transparente Schicht (b') mit niedrigerem Brechungsindex als dem der Schicht 
(a) und einer Starke von 5 nm - 10 000 nm, vorzugsweise von 10 nm - 1000 nm, 
befindet. 

24. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 22, dadurch gekennzeichnet, dass zur Immobilisie- 
rung der biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente in 
den diskreten Messbereichen auf der Sensorplattform eine Haftvermittlungsschicht (f) 
mit einer Starke von vorzugsweise weniger als 200 nm, besonders bevorzugt von weni- 
ger als 20 nm aufgebracht ist, und dass die Haftvermittlungsschicht (f) vorzugsweise 
eine chemische Verbindung aus den Gruppen umfasst, die Silane, funktionalisierte 
Silane, Epoxide, funktionalisierte, geladene oder polare Polymere und "selbst- 
organisierte passive oder funktionalisierte Mono- oder Mehrfachschichten" umfassen. 



25. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 24, dadurch gekennzeichnet, dass raumlich getrennte 
Messbereiche (d) durch raumlich selektive Aufbringung von biologischen oder bioche- 
mischen oder synthetischen Erkennungselementen auf besagter Sensorplattform erzeugt 
werden, vorzugsweise unter Verwendung eines oder mehrerer Verfahren aus der Gruppe 
von Verfahren, die von "Inkjet spotting", mechanischem Spotting mittels Stift, Feder 
oder Kapillare, "micro contact printing", fluidischer Kontaktierung der Messbereiche 
mit den biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen 
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durch deren Zufuhr in paraUelen oder gekreuzten Mikrokanalen, unter Einwirkung von 
Druckunterschieden oder elektrischen oder elektromagnetischen Potentialen" sowie 
photochemischen oder photolithographischen Immobilisierungsverfahren gebildet- 
werden. 

26. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 25, dadurch gekennzeichnet, dass die Dichte der in 
diskreten Messbereichen immobilisierten Erkennungselemente zum Nachweis unter- 
schiedlicher Analyten auf unterschiedlichen Messbereichen so ausgewahlt ist, dass die 
Signale beim Nachweis verschiedener Analyten in einem gemeinsamen Array von glei- 
cher GrOssenordnung sind, d.h., dass gegebenenfalls die zugehorigen Kalibrationskur- 
ven fur die gleichzeitig durchzuftihrenden Analytbestimmungen ohne eine Anderung der 
elektronischen oder optoelektronischen Systemeinstellungen aufgenommen werden 
kbnnen. 



27. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 26, dadurch gekenzeichnet, dass Arrays von Messbe- 
reichen aufgeteilt sind in Segmente von ein oder mehrereren Messbereichen zur Bestim- 
mung von Analyten und Bereichen zwischen diesen Messbereichen oder zusatzlichen 
Messbereichen zu Zwecken einer zusatzlichen physikalischen Referenzierung, wie bei- 
spielsweise des Einflusses von Anderungen ausserer Parameter, wie beispielsweise der 
Temperatur, sowie zu Zwecken der Referenzierung des Einflusses zusatzlicher physika- 
lisch-chemischer Parameter, wie beispielsweise unspezifischer Bindung an die Sensor- 
plattform von Bestandteilen einer aufgebrachten Probe. 

28. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 27, dadurch gekennzeichnet, dass in einer 2- 
dimensionalen Anordnung bis zu 100 000 Messbereiche angeordnet sind und ein 
einzelner Messbereich eine Flache von 0.001 - 6 mm 2 einnimmt. 

29. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 28, dadurch gekennzeichnet, dass die Oberseite der 
Sensorplattform mit den darauf erzeugten Messbereichen iiber der optisch transparenten 
Schicht (a) mit einem weiteren Korper derart zusammengebracht ist, dass zwischen der 
Sensorplattform als Grundplatte und besagtem Korper eine oder mehrere raumliche 
Aussparungen zur Erzeugung eines oder mehrerer gegeneinander fluidisch abgedichteter 
Probenbehaltnisse erzeugt werden, in denen jeweils ein oder mehrere Messbereiche oder 
Segmente oder Arrays von Messbereichen liegen. 
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30. Kit mit einer Anordnung von Probenbehaltnissen gemass Anspruch 29, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Probenbehaltnisse als gegeneinander fluidisch abgedichtete 
Flusszellen mit jeweils mindestens einem Zulauf und mindestens einem Ablauf 
ausgebildet sind und gegebenenfalls zusatzlich mindestens ein Ablauf jeder Husszelle in 
ein mit dieser Flusszelle fluidisch verbundenes Reservoir fuhrt, welches aus der 
Husszelle austretende Fliissigkeit aufhimmt. 

31. Kit nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass die Probenbehaltnisse auf der den 
Messbereichen gegentiberliegenden Seite des mit der Sensorplattfonn als Grundplatte 
zusammengebrachten Korpers offen sind. 

32. Kit nach einem der Anspriiche 29-31, dadurch gekennzeichnet, dass die Anordnung 
von Probenbehaltnissen 2 - 2000, vorzugsweise 2 - 400, besonders bevorzugt 2 - 100 
einzelne Probenbehaltnisse umfasst 

33. Kit nach einem der Anspriiche 29 - 32, dadurch gekennzeichnet, dass das Raster 
(Aufeinanderfolge in Zeilen und / oder Spalten) der Probenbehaltnisse dem Raster der 
Wells einer Standardmikrotiterplatte entspricht. 

34. Kit nach einem der Anspriiche 1-33, dadurch gekennzeichnet, dass zusatzlich Vorkeh- 
rungen zur Kalibration von infolge der Bindung eines oder mehrerer Analyten oder 
infolge der spezifischen Wechselwirkung mit einem oder mehreren Analyten erzeugten 
Lumineszenzen die Zugabe von Kalibrationslosungen mit bekannten Konzentrationen 
der nachzuweisenden Analyten auf eine vorbestimmte Anzahl von Arrays umfassen. 

35. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 34, dadurch gekennzeichnet, dass in einem oder 
mehreren Arrays jeweils mehrere Messbereiche mit dort in einer unterschiedlichen, 
kontrollierten Dichte immobilisierten biologischen oder biochemischen oder 
synthetischen Erkennungselementen zum Nachweis eines fur diese Messbereiche 
gemeinsamen Analyten vorgesehen sind. 

36. Kit nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dass bei bekannter Konzentrationsab- 
hangigkeit der Bindungssignale zwischen einem Analyten und seinen biologischen oder 
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biochemischen oder synthtischen Erkennungselementen und einer ausreichend grossen 
"Variation" dieser in unterschiedlicher kontrollierter Dichte in verschiedenen Mess- 
bereichen eines Arrays immobilisierten Erkennungselemente bereits mittels Zugabe 
einer einzigen Kalibrationslosung zu diesem Array eine Kalibrationskurve fur diesen 
Analyten erstellt werden kann. 

37. Verwendung eines Kits nach einem der Anspriiche 1 - 36 in einem analytischen System 
zur Bestimmung einer oder mehrerer Lumineszenzen. 

38 .Verfahren zum gleichzeitigen qualitativen und / oder quantitativen Nachweis einer Viel- 
zahl von Analyten mit einem Kit nach einem der Anspriiche 1 - 36, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zur ortsaufgelosten Referenzierung der in den Messbereichen (d) auf der 
Sensorplattform, als Bestandteil des Kits, oder in der Umgebung dieser Messbereiche 
verfugbaren AnregungslichtintensitMt die Lumineszenzsignale von moglichst homogen 
iiber die Sensorplattform verteilten lumineszenzmarkierten Molekiilen, welche mit einer 
auf besagter Sensorplattform aufgebrachten Passivierungsschicht oder passivierten Haft- 
vermittlungsschicht, zur Minimierung unspezifischer Bindung zwischen den Messberei- 
chen, assozziiert sind, bestimmt werden. 

39. Verfahren zum gleichzeitigen qualitativen und / oder quantitativen Nachweis einer Viel- 
zahl von Analyten mit einem Kit nach einem der Anspriiche 2 - 36, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zur ortsaufgelosten Referenzierung der in den Messbereichen (d) auf der 
Sensorplattform, als Bestandteil des Kits, oder in der Umgebung dieser Messbereiche 
verfugbaren Anregungslichtintensitat die Lumineszenzsignale von moglichst homogen 
iiber die Sensorplattform verteilten lumineszenzmarkierten Molekiilen, welche mit einer 
auf besagter Sensorplattform aufgebrachten diinnen Schicht (g) assoziiert sind, bestimmt 
werden. 

40. Verfahren nach einem der Anspriiche 38 - 39, dadurch gekennzeichnet, dass der quanti- 
tative und / oder qualitative Nachweis besagter Vielzahl von Analyten die Verwendung 
einer oder mehrerer signalgebender Komponenten als Label umfasst, welche ausgewahlt 
sein konnen aus der Gruppe, die von beispielsweise Lumineszenzlabeln, insbesondere 
lumineszenten Interkalatoren oder "molecular beacons", Absorptionslabeln, Massen- 
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labeln, insbesondere Metallkolloiden oder Plastikbeads, Spin-Labeln, wie ESR- oder 
NMR-Labeln, radioaktiven Labeln gebildet wird. 

41. Verfahren nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, dass die Referenzierung der in 
den Messbereichen oder in deren Umgebung verfiigbaren Anregungslichtintensitat und / 
oder ein gegebenfalls auf Absorptions- und / oder Lumineszenznachweis berohender 
Analytnachweis auf Einsatz von Labels mit gleicher oder unterschiedlicher Absorptions- 
und / oder Lumineszenzwellenlange beruhen. 

42. Verfahren nach einem der Anspriiche 40-41, dadurch gekennzeichnet, dass der Analyt- 
nachweis auf der Bestimmung der Anderung einer oder mehrerer Lumineszenzen 
beruht. 

43. Verfahren nach einem der Anspriiche 38 - 42, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Anregungslicht in einer Auflichtanordnung eingestrahlt wird. 

44. Verfahren nach einem der Anspriiche 48 - 42, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Anregungslicht in einer Transmissionslichtanordnung eingestrahlt wird. 

45. Verfahren nacb einem der Anspriiche 38 - 44, dadurch gekennzeichnet, dass die Sensor- 
plattf orm als ein optischer Wellenleiter ausgebildet ist, welcher vorzugsweise im 
wesentlichen planar ist, und dass das Anregungslicht von einer oder mehrerer Licht- 
quellen eingekoppelt wird in den optischen Wellenleiter mittels eines Verf ahrens, 
welches ausgewahlt ist aus der Gruppe, die von Stirnflachenkopplung, Einkopplung 
iiber angebrachte optische Fasern als Lichtleiter, Prismenkopplung, Gitterkopplung oder 
evaneszenter Kopplung durch Uberlappung des evaneszenten Feldes besagten optischen 
Wellenleiters mit dem evaneszenten Feld eines weiteren, damit in Nahfeldkontakt 
gebrachten Wellenleiters gebildet wird. 

46. Verfahren nach Anspruch 45, dadurch gekennzeichnet, dass die Einkopplung des 
Anregungslichts von einer oder mehreren Lichtquellen in den optischen Wellenleiter 
mittels eines damit in Kontakt stehenden optischen Koppelelements erfolgt, welches 
ausgewahlt ist aus der Gruppe von optischen Fasern als Lichtleiter, Prismen, gegebenen- 
falls uber eine brechungsindexanpassende Fliissigkeit, und Gitterkopplern. 
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47. Verfahren nach Anspruch 45, dadurch gekennzeichnet, dass die Sensorplattform einen 
optischen Dunnschichtwellenleiter mit einer bei mindestens einer Anregungswellen- 
lange transparenten Scbicht (a) auf einer bei mindestens dieser Anregungswellenlange 
ebenfalls transparenten Scbicht (b) mit niedrigeremBrechungsindex als Scbicht (a) 
umfasst und dass das Anregungslicht von einer oder mehreren Lichtquellen in die 
Scbicht (a) mittels einer oder mehrerer in der Schicht (a) modulierten Gitterstrukturen 
(c) eingekoppelt wird. 

48. Verfahren nach Anspruch 47, dadurch gekennzeichnet, dass eine oder mehrere auf be- 
sagte Analyten zu untersuchende fliissige Proben mit den Messbereichen auf der Sensor- 
plattform in Kontakt gebracht werden, eine oder mehrere im Nahfeld der Schicht (a) 
erzeugte Lumineszenzen aus den mit besagter Probe oder besagten Proben in Kontakt 
gebrachten Messbereichen, als Folge der Bindung eines oder mehrerer Analyten an die 
in besagten Messbereichen immobilisierten biologischen oder biochemischen oder 
synthetischen Erkennungselemente oder der Wechselwirkung zwischen besagten 
Analyten und besagten immobilisierten Erkennungselementen, gemessen werden und 
gegebenenfalls zusatzlich in ortsaufgeiester Weise die in besagten Messbereichen oder 
in deren Umgebung verfiigbare Anregungslichtintensitat referenziert wird. 

49. Verfahren nach einem der Anspriiche 47 - 48, dadurch gekennzeichnet, dass (1) die 
isotrop abgestrahlte Lumineszenz oder (2) in die optisch transparente Schicht (a) 
eingekoppelte und iiber Gitterstrukturen (c) ausgekoppelte Lumineszenz oder 
Ijimineszenzen beider Anteile (1) und (2) gleichzeitig gemessen werden. 

50. Verfahren nach einem der Anspriiche 38 - 49, dadurch gekennzeichnet, dass zur 
Erzeugung der Lumineszenzen der , Jteferenzierungslabel" und der „Nachweislabel" 
Lumineszenzfarbstoffe oder lumineszente Nanopartikel als Lumineszenzlabel 
verwendet werden, die bei einer Wellenlange zwischen 300 nm und 1 100 nm angeregt 
werden k6nnen und emittieren. 

51. Verfahren nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, dass das „Nachweislabel" an den 
Analyten oder in einem kompetitiven Assay an einen Analogen des Analyten oder in 
einem mehrstufigen Assay an einen der Bindungspartner der immobilisierten 
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biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen oder an die 
biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente gebunden ist. 

52. Verfahren nach einem der Anspriiche 50-51, dadurch gekennzeichnet, dass ein zweites 
oder noch weitere „Nachweislabel" mit gleicher oder unterschiedlicher Anregungswel- 
lenlange wie das erste , JMachweislabel" und gleicher oder unterschiedlicher Emissions- 
wellenlange verwendet werden 

53. Verfahren nach einem der Anspriiche 41 - 52, dadurch gekennzeichnet, dass die einen 
oder mehreren Lumineszenzen und / oder Bestimmungen von lichtsignalen bei der An- 
regungswellenlange polarisationsselektiv vorgenommen werden, wobei vorzugsweise 
die einen oder mehreren Lumineszenzen bei einer anderen Polarisation als der des 
Anregungslichts gemessen werden. 

54. Verfahren nach einem der Anspriiche 42 - 53, dadurch gekennzeichnet, dass neben der 
Bestimmung einer oder mehrerer Lumineszenzen Anderungen des effektiven Brechung- 
index auf den Messbereichen bestimmt werden. 

55. Verfahren nach einem der Anspriiche 38 - 54, dadurch gekennzeichnet, dass die Dichte 

der in diskreten Messbereichen immobilisierten Erkennungselemente zum Nachweis I 

unterschiedlicher Analyten auf unterschiedlichen Messbereichen so ausgewahlt ist, dass 

die Signale beim Nachweis verschiedener Analyten in einem gemeinsamen Array von 

gleicher Grossenordnung sind, d.h., dass die zugehorigen Kalibrationskurven fur die 

gleichzeitig durchzufuhrenden Analytbestimmungen ohne eine Anderung der 

elektronischen oder optoelektronischen Systemeinstellungen aufgenommen werden 

konnen. 

56. Verfahren nach einem der Anspriiche 38 - 55, dadurch gekennzeichnet, dass Arrays von 
Messbreichen aufgeteilt sind in Segmente von ein oder mehrereren Messbereichen zur 
Bestimmung von Analyten und Bereichen zwischen diesen Messbereichen oder zusatzli- 
chen Messbereichen zu Zwecken der physikalischen Referenzierung, wie beispielsweise 
der in den Messbereichen verfiigbaren Anregungslichtintensitat oder des Einflusses von 
Anderungen ausserer Parameter, wie beispielsweise der Temperatur, sowie zu Zwecken 
der Referenzierung des Einflusses zusatzlicher physikalisch-chemischer Parameter, wie 
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beispielsweise unspezifischer Bindung an die Sensorplattform von Bestandteilen einer 
aufgebrachten Probe. 



57. Verfahren nach einem der Anspriiche 38 - 56, dadurch gekennzeichnet, dass ein oder 
mehrere Messbereiche eines Segments oder eines Arrays der Bestimmung desselben 
Analyten zugeordnet sind und deren immobilisierte biologische oder biochemische oder 
synthetische Erkennungselemente unterschiedlich hone Affinitaten zu besagtem 
Analyten aufweisen. 



58. Verfahren nach einem der Anspriiche 38 - 57, dadurch gekennzeichnet, dass die eine 
oder mehreren Proben mit einer Mischung aus den verschiedenen Nachweisreagentiei 
zur Bestimmung der in besagten Proben nachzuweisenden Analyten vorinkubiert 
werden und diese Mischungen dann in einem einzigen Zugabeschritt den daftir 
vorgesehenen Arrays auf der Sensorplattform zugefiihrt werden. 

59. Verfahren nach einem der Anspriiche 38 - 58, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Konzentration der Nachweisreagentien, wie beispielsweise sekundarer Nachweisanti- 
korper und / oder Label und optional zusatzlicher labelmarkierter Nachweisreagentien 
einem Sandwich-Lnmunoassay, so ausgewahlt ist, dass die Signale beim Nachweis ve: 
schiedener Analyten in einem gemeinsamen Array von gleicher Grossenordnung sind, 
d.h., dass die zugehSrigen Kahbrationskurven fur die gleichzeitig durchzufUhrenden 
Analytbestimmungen ohne eine Anderung der elektronischen oder optoelektronischen 
Systemeinstellungen aufgenommen weiden kdnnen. 

60. Verfahren nach einem der Anspriiche 38 - 59, dadurch gekennzeichnet, dass die 
{Calibration von infolge der Bindung eines oder mehrerer Analyten oder infolge der 
spezifischen Wechselwirkung mit einem oder mehreren Analyten erzeugten Lumines- 
zenzen die Zugabe von einer oder mehreren Kalibrationslosungen mit bekannten 
Konzentrationen besagter zu bestimmender Analyten auf die gleichen oder andere 
Messbereiche oder Segmente von Messbereichen oder Arrays von Messbereichen auf 
einer Sensorplattform umfasst, denen im gleichen oder einem separaten Zugabeschritt 
die eine oder die mehreren zu untersuchenden Proben zugefiihrt werden. 
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61. Verfahren nach einem der Anspriiche 38 - 59, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Kalibration von infolge der Bindung eines oder mehrerer Analyten oder infolge der 
spezifischen Wechselwirkung mit einem oder mehreren Analyten im Nahfeld der 
Schicht (a) erzeugten Lumineszenzen den Vergleich der Lumineszenzintensitaten nach 
Zugabe einer unbekannten und einer Kontroll-Probe, wie beispielsweise einer "wild 
type"-DNA-Probe und einer "mutant DNA"-Probe, umfasst. 

62. Verfahren nach Anspruch 61, dadurch gekennzeichnet, dass die Zugabe der 
unbekannten Probe und der Kontrollprobe zu unterschiedlichen Arrays erfolgt. 

63. Verfahren nach Anspruch 61, dadurch gekennzeichnet, dass die Zugabe der 
unbekannten Probe und der Kontrollprobe sequentiell zu dem gleichen Array erfolgt. 

64. Verfahren nach Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass die unbekannte Probe und 
die Kontrollprobe gemischt werden und dann die Mischung einem oder mehreren 
Arrays einer Sensorplattfonn zugefuhrt wird. 

67. Verfahren nach einem der Anspriiche 61 - 65, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Detektion der in der unbekannten und der Kontrollprobe nachzuweisenden Analyten 
mittels Lumineszenzlabels von unterschiedlicher Anregungs- und / oder Lumineszenz- 
wellenlange fiir die unbekannte und die Kontrollprobe erfolgt. 

66. Verfahren nach einem der Anspriiche 38 - 65, dadurch gekennzeichnet, dass in einem 
oder mehreren Arrays jeweils mehrere Messbereiche mit dort in einer unterschiedlichen, 
kontrollierten Dichte immobilisierten biologischen oder biochemischen oder syntheti- 
schen Erkennungselementen zum Nachweis eines fur diese Messbereiche gemeinsamen 
Analyten vorgesehen sind. 

67. Verfahren nach Anspruch 66, dadurch gekennzeichnet, dass bei bekannter Konzen- 
trationsabhangigkeit der Bindungssignale zwischen einem Analyten und seinen biologi- 
schen oder biochemischen oder synthtischen Erkennungselementen und einer ausrei- 
chend grossen "Variation" dieser in unterschiedlicher kontrollierter Dichte in verschie- 
denen Messbereichen eines Arrays immobilisierten Erkennungselemente bereits mittels 
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Zugabe einer einzigen Kalibrationslosung zu diesem Array eine Kalibrationskurve fur 
diesen Analyten erstellt werden kann. 

68. Verfahren nach einem der Anspriiche 38 - 67 zur gleichzeitigen oder sequentiellen, 
quantitativen oder qualitativen Bestimmung eines oder mehrerer Analyten aus der 
Grappe von Antikorpern oder Antigenen, Rezeptoren oder liganden, Chelatoren oder 
"ffistidin-tag-Komponenten", Oligonukleotiden, DNA- oder RNA-Strangen, DNA- oder 
RNA-Analoga, Enzymen, Enymcofaktoren oder Ihhibitoren, Lektinen und 
Kohlehydraten. 

69. Verfahren nach einem der Anspriiche 38 - 68, dadurch gekennzeichnet, dass die zu 
untersuchenden Proben naturlich vorkommende Korperfliissigkeiten wie Blut, Serum, 
Plasma, Lymphe oder Urin oder Eigelb oder optisch triibe Hussigkeiten oder Gewebe- 
fltissigkeiten oder Oberflachenwasser oder Boden- oder Pflanzenextrakte oder Bio- oder 
Syntheseprozessbriihen oder aus biologischen Gewebeteilen oder aus Zellkulturen oder 
-extrakten entnommen sind. 

70. Verwendung eines Kits nach einem der Anspriiche 1-36 und / oder eines Verfahrens 
nach einem der Anspriiche 38 - 69 fur quantitative oder qualitative Analysen zur Be- 
stimmung chemischer, biochemischer oder biologischer Analyten in Screeningverfahren 
in der Pharmaforschung, der Kombinatorischen Chemie, der Klinischen und PrSklini- 
schen Entwicklung, zu Echtzeitbindungsstudien und zur Bestimmung kinetischer Para- 
meter im Affinitatsscreening und in der Forschung, zu qualitativen und quantitativen 
Analytbestimmungen, insbesondere fiir die DNA- und RNA-Analytik, fiir die Erstellung 
von Toxizitatsstudien sowie fiir die Bestimmung von Gen- oder Protein-Expressions- 
profilen sowie zum Nachweis von Antikoipern, Antigenen, Pathogenen oder Bakterien 
in der pharmazeutischen Protduktentwicklung und -forschung, der Human- und Vete- 
rinardiagnostik, der Agrochemischen Produktentwicklung und -forschung, der sympto- 
matischen und prasymptomatischen Pflanzendiagnostik, zur Patientenstratifikation in 
der pharmazeutischen Produktentwicklung und fur die therapeutische Medikamenten- 
auswahl, zum Nachweis von Pathogenen, Schadstoffen und Erregern, insbesondere von 
Salmonellen, Prionen, Viren und Bakterien, in der Lebensmittel- und Umweltanalytik. 
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